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Las sinapsis glutamatérgicas constituyen el sistema de neurotransmisión 
excitatoria rápida más abundante en el Sistema Nervioso Central de los mamíferos. En 
los últimos años se ha producido un avance espectacular en el conocimiento molecular, 
bioquímico, farmacológico y funcional de estas sinapsis, cuyo interés obedece 
fundamentalmente a dos razones. Por un lado, porque cambios duraderos en la eficacia 
de la transmisión glutamatérgica constituyen un aspecto esencial en los fenómenos de 
plasticidad sináptica y en los procesos de aprendizaje y memoria cerebrales. En segundo 
lugar, porque una elevación anormal de la concentración de glutamato en la sinapsis es 
la causa de la degeneración y muerte neuronal asociada a determinadas patologías, tanto 
de aparición aguda, como las derivadas de situaciones de hipoglucemia, hipoxia e 
isquemia cerebrales, como de evolución crónica, asociadas a algunos procesos 
neurodegenerativos (enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington). 
 Para el desarrollo de sus funciones el glutamato interacciona con diferentes tipos 
de receptores, que han sido clasificados en base a sus características farmacológicas, 
electrofisiológicas y bioquímicas en dos grupos, ionotrópicos y metabotrópicos. 
Los receptores ionotrópicos están constituidos por canales catiónicos y se 
clasifican, en función de su ligando específico, en receptores sensibles a N-metil-D-
aspártico (receptores NMDA), receptores sensibles a α-amino-3-hidroxi-
5metilisoxazolil-4-propionato (receptores AMPA) y receptores sensibles a kainato 
(receptores de kainato). La localización subcelular de los receptores NMDA y AMPA es 
fundamentalmente postsináptica, mientras que los de kainato se localizan tanto a nivel 
postsináptico como presináptico. Los receptores AMPA activan canales iónicos 
permeables a Na+ y K+ y en algunos casos a Ca2+, e intervienen principalmente en la 
transmisión glutamatérgica rápida. Los receptores NMDA, por su parte, activan canales 
permeables tanto a Na+ y K+ como a Ca2+, y parecen tener un papel más especializado 
en los procesos de plasticidad neuronal. El papel fisiológico de los receptores de kainato 
es menos conocido, aunque se sospecha que podrían estar implicados, a nivel 
presináptico, en la modulación de la transmisión GABAérgica. 
Los receptores metabotrópicos de glutamato constituyen un conjunto de 
receptores acoplados a proteínas G que realizan sus funciones, bien a través de la 
modulación de la producción de segundos mensajeros intracelulares y de la regulación 
de la fosforilación de proteínas, o bien a través de la modulación directa de canales de 
Ca2+ o K+.  
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En esta Tesis Doctoral hemos empleado la preparación de terminales sinápticos 
(sinaptosomas) para estudiar algunos aspectos de la modulación de la transmisión 
glutamatérgica a nivel presináptico, centrándonos principalmente en el estudio del 
control de la liberación de glutamato por autorreceptores metabotrópicos del grupo III. 
En este sentido hemos observado que la activación de estos receptores provoca una 
inhibición de la liberación de glutamato a través de una reducción en la actividad de los 
canales de calcio dependientes de voltaje, por un mecanismo limitado de membrana que 
depende de la activación de proteínas G de tipo Gi/Go. Además, estos receptores 
reducen los niveles intracelulares de AMPc en aquellas situaciones en las que existe una 
activación previa de la adenilato ciclasa, como ocurre tras la activación de receptores β-
adrenérgicos. De esta manera, la reducción de los niveles de AMPc se traduce en la 
supresión de la liberación espontánea de glutamato inducida por los receptores β-
adrenérgicos. Mediante el empleo de técnicas de imagen de Ca2+ de sinaptosomas 
individuales hemos observado que la expresión de los receptores del grupo III se 
encuentra restringida a una subpoblación de terminales cerebrocorticales donde inhiben 
de forma drástica la entrada de calcio en respuesta a un estímulo despolarizante y hemos 
identificado inmunocitoquímicamente los subtipos de receptores responsables de esta 
respuesta. Además, hemos estudiado el grado de coexistencia de los canales de calcio 
dependientes de voltaje de tipo N y P/Q en un mismo terminal sináptico, su grado de 
acoplamiento a la liberación de glutamato y los cambios en su expresión con el 
desarrollo. Por último, hemos observado la existencia de una colocalización preferencial 




 RECEPTORES METABOTRÓPICOS DE GLUTAMATO 
  
 Durante mucho tiempo se pensó que la transmisión glutamatérgica estaba 
mediada únicamente por receptores ionotrópicos. Sin embargo, en 1985, Sladeczek y 
colaboradores demostraron la presencia, en cultivos neuronales de estriado, de 
receptores de glutamato insensibles a AMPA, kainato y NMDA, y que estimulaban la 
actividad de fosfolipasa C y la formación de inositol trifosfato (IP3) a través de la 
activación de proteínas G. Poco después se observaron efectos similares en rodajas de 
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hipocampo (Nicoletti y cols., 1986a, b), en cultivos de células granulares de cerebelo 
(Nicoletti y cols., 1986c) y en cultivos de astrocitos (Pearce y cols., 1986). Estos 
hallazgos llevaron al clonaje en 1991 del primer receptor metabotrópico de glutamato 
(mGluR1) (Masu y cols., 1991; Houamed y cols., 1991) y en un breve período de 
tiempo al del resto de los mGluRs (Tanabe y cols., 1992; Abe y cols., 1992; Nakajima y 
cols., 1993; Saugstad y cols., 1994, 1997; Okamoto y cols., 1994; Flor y cols., 1995; 
Duvoisin y cols., 1995). 
Los receptores metabotrópicos de glutamato (mGluR) se dividen en 3 grupos en 
función de la homología de su secuencia de aminoácidos, su farmacología y la vía de 
transducción de señales que activan. Los receptores del grupo I estimulan la actividad 
de fosfolipasa C y la hidrólisis de fosfoinosítidos, promoviendo la formación de 
diacilglicerol e IP3 (Manzoni y cols. 1990; Schoepp y cols., 1990), con la consiguiente 
activación de proteína quinasa C e incremento en la liberación de Ca2+ desde los 
compartimentos intracelulares, respectivamente. Este grupo está integrado por los 
receptores mGluR1 y mGluR5, que a su vez presentan variantes de procesamiento 
alternativo denominadas 1a, 1b, 1c y 1d (Pin y cols., 1992; Mary y cols., 1997), y 5a y 
5b (Minakami y cols., 1995). El grupo II está integrado por los receptores mGluR2 y 
mGluR3, mientras que el grupo III comprende los subtipos mGluR4, mGluR6 mGluR7 
y mGluR8. Con excepción de mGluR6, todos los subtipos del grupo III presentan dos 
variantes de procesamiento alternativo (mGluR4a y 4b, 7a y 7b y 8a y 8b) (Thomsen y 
cols., 1997; Flor y cols., 1997; Corti y cols., 1998), si bien la existencia de la isoforma 
4b es actualmente cuestionada (Corti y cols., 2002). Tanto los receptores del grupo II 
como los del grupo III están acoplados negativamente a adenilato ciclasa y, por tanto, a 
la reducción de los niveles de AMPc (Conn y Pin, 1997).  
 
Estructura molecular   
 
Los receptores metabotrópicos de glutamato presentan una secuencia de 
aminoácidos bastante similar (70% de homología dentro del mismo grupo, 40-45% 
entre los diferentes grupos), pero carecen de homología con otros receptores acoplados 
a proteínas G, por lo que desde el punto de vista genético se les considera una familia de 
receptores independiente, que ha sido clasificada como familia C ó 3 (Bockaert y Pin, 
1999). Esta familia incluye también al receptor metabotrópico de GABA (GABAB) 
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(Couve y cols., 2000), y a ciertos receptores sensibles a Ca2+ extracelular (Brown y 
cols., 1993; Brown y McLeod, 2001) y a feromonas (Matsunami y Buck, 1997; Herrada 
y Dulac, 1997).  
Desde el punto de vista estructural, estos receptores se caracterizan por presentar 
un largo dominio aminoterminal extracelular de unos 600 aminoácidos, siete dominios 
transmembrana, característicos de todos los receptores acoplados a proteínas G, y un 
dominio carboxiterminal intracelular, de longitud variable y peor conservado entre los 
diferentes grupos. La zona de unión de glutamato se localiza en la región aminoterminal 
(Takahashi y cols., 1993; O´Hara y cols., 1993; Tones y cols., 1995; Okamoto y cols., 
1998). Según el modelo propuesto por O´Hara esta región forma dos lóbulos globulares 
con una zona central que actúa como bisagra, por donde se une el neurotransmisor. La 
unión de glutamato provoca el cierre de los lóbulos en torno al ligando, pasando el 
receptor de una conformación “abierta” a una conformación “cerrada”. Este modelo ha 
sido confirmado por trabajos realizados con quimeras del receptor (Tones y cols., 1995), 
y por estudios de cristalografía con rayos X (Kunishima y cols., 2000; Tsuchiya y cols., 
2002), habiéndose propuesto un modelo similar para otros receptores de la familia C, 
como GABAB (Gálvez y cols., 1999), y para los receptores ionotrópicos de glutamato 
(Stern-Bach y cols., 1994; Kuusinen y cols., 1995), que exhibirían, por tanto, una 
estructura similar a la de los receptores metabotrópicos para el sitio de reconocimiento 
del agonista.  
La región aminoterminal presenta, además, 4 sitios de glicosilación, así como 19 
residuos de cisteína altamente conservados, que podrían estar implicados en la 
conformación tridimensional del receptor, al posibilitar la formación de puentes 
disulfuro intramoleculares, y en la dimerización de los receptores de tipo 1 y de tipo 5 
(Romano y cols., 1995, 2001; Robins y cols., 1999; Tsuji y cols., 2000).  
Los 7 dominios transmembrana se encuentran conectados por 3 bucles 
intracelulares y 3 extracelulares. Mediante estudios con receptores quimera se ha 
observado que el segundo bucle intracelular (i2) es el responsable del reconocimiento 
selectivo de la subunidad α de la proteína G (Pin y cols., 1994; Gomeza y cols., 1996), 
aunque el resto de los bucles intracelulares y el dominio C-terminal están también 
implicados en la eficacia del acoplamiento del receptor a la proteína (Gabellini y cols., 
1993; Pin y cols., 1994; Gomeza y cols., 1996).  
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El dominio C-terminal es la región más variable entre los diferentes receptores 
metabotrópicos, y su región central parece desempeñar un papel esencial en la 
localización subcelular de los mGluRs, ya que inserciones o eliminaciones de 
determinadas secuencias en esta región modifican el destino final del receptor (Stowell 
y Craig, 1999). El extremo C-terminal presenta además sitios de interacción con 
múltiples proteínas que regulan la localización sináptica y las propiedades funcionales 
del receptor, como PICK1 (El Far y cols., 2000; Dev y cols., 2000, 2001; Boudin y 
cols., 2000), Homer (Brakeman y cols., 1997; Xiao y cols., 1998) y calmodulina 
(Minakami y cols., 1997; O´Connor y cols., 1999; Nakajima y cols., 1999), así como 
sitios de fosforilación para proteína quinasa A (Cai y cols., 2001) y para proteína 
quinasa C (Gereau y Heinemann, 1998; Nakajima y cols., 1999; Dev y cols., 2000; 
Airas y cols., 2001). 
 
 




 Los receptores metabotrópicos del grupo I se expresan en diferentes regiones 
cerebrales, entre las que destacan hipocampo, corteza cerebral, tálamo, hipotálamo y 
cerebelo (Shigemoto y cols., 1993; Gorcs y cols., 1993; Grandes y cols., 1994; Fotuhi y 
cols., 1994; Romano y cols., 1995; Luján y cols., 1996; Petralia y cols., 1997; Mateos y 
cols., 1998a; Liu y cols., 1998). En corteza cerebral mGluR5 se expresa en todas las 
capas corticales, principalmente a nivel de las células piramidales (Shigemoto y cols., 
1993; López-Bendito y cols., 2002), mientras que la presencia de mGluR1 se encuentra 
restringida a una subpoblación de interneuronas GABAérgicas (Stinehelfer y cols., 
2000; López-Bendito y cols., 2002). mGluR1 es muy abundante en cerebelo, 
detectándose en células granulares, de Golgi, de Purkinje y de Lugaro (Grandes y cols., 
1994; Berthele y cols., 1999; Mateos y cols., 2000), mientras que la expresión de 
mGluR5, más reducida, se detecta en las células de Golgi y de Lugaro (Negyessy y 
cols., 1997; Berthele y cols., 1999). En hipocampo mGluR1 se expresa en giro dentado 
y CA3 (Fotuhi y cols., 1994), estando ausente en CA1, donde únicamente se detecta 
mGluR5 (Fotuhi y cols., 1994; Luján y cols., 1996).  
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En cuanto a su localización subcelular, los mGluRs del grupo I se expresan tanto 
a nivel postsináptico como presináptico. Las evidencias inmunocitoquímicas de 
localización presináptica son relativamente escasas, habiéndose detectado mGluR1 en 
hipocampo (Fotuhi y cols., 1993) y sustancia nigra (Wittmann y cols., 2001b) y 
mGluR5 en hipocampo y corteza cerebral (Romano y cols., 1995). Esta escasez de datos 
inmunocitoquímicos contrasta, sin embargo, con la abundancia de datos bioquímicos y 
electrofisiológicos que sugieren un papel de estos receptores en la modulación de la 
transmisión sináptica y de la liberación de glutamato a nivel presináptico (Herrero y 
cols., 1992, 1994, 1998; Gereau y Conn, 1995; Manzoni y Bockaert, 1995; Rodríguez-
Moreno y cols., 1998; Cochilla y Alford, 1998; Sistiaga y Sánchez-Prieto, 2000a,b; 
Schwartz y Alford, 2000).  
La localización postsináptica de los receptores del grupo I sí ha sido confirmada, 
sin embargo, por numerosos estudios inmunocitoquímicos (Gorcs y cols., 1993; Baude 
y cols., 1993; Shigemoto y cols., 1993; Hamori y cols., 1996; Luján y cols., 1996, 1997; 
Petralia y cols., 1997, 1998; Testa y cols., 1998; Mateos y cols., 2000; López-Bendito y 
cols., 2002), y explica el papel de estos receptores en el control de la excitabilidad 
neuronal y en la modulación de la actividad de los receptores NMDA (Fitzjohn y cols., 
1996; Rahman y Neuman, 1996;  Yu y cols., 1997; Krieger y cols., 2000; Skeberdis y 
cols., 2001; Pisani y cols., 2001). A nivel postsináptico, los receptores ionotrópicos y 
metabotrópicos de glutamato presentan una distribución diferenciada, de manera que los 
receptores ionotrópicos se localizan preferentemente frente a los sitios de liberación, 
mientras que los mGluRs se concentran principalmente en la región perisináptica y 
extrasináptica (Baude y cols., 1993; Luján y cols., 1996, 1997; Petralia y cols., 1998; 
Testa y cols., 1998; Mateos y cols., 2000). Esta distinta localización podría implicar una 
activación diferenciada de ambos tipos de receptores en función de la concentración de 
glutamato alcanzada en la hendidura sináptica, y, por tanto, el requerimiento de una 
mayor liberación de neurotrasmisor para que se produzca la activación de los mGluRs. 
 Los receptores metabotrópicos del grupo II exhiben una amplia distribución en 
el Sistema Nervioso Central, detectándose altas concentraciones en corteza cerebral, 
hipocampo, cerebelo, tálamo, ganglios basales y bulbo olfatorio (Fotuhi y cols., 1994; 
Ohishi y cols., 1998; Testa y cols., 1998; Phillips y cols., 2000; Tamaru y cols., 2001). 
Su localización subcelular es tanto postsináptica como presináptica (Neki y cols., 1996; 
Petralia y cols., 1996; Shigemoto y cols., 1997; Ohishi y cols., 1998; Meguro y cols., 
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1999; Tamaru y cols., 2001), sitúandose preferentemente en el preterminal, lejos de la 
zona activa de liberación (Shigemoto y cols., 1997; Wada y cols., 1998). También se ha 





 El perfil farmacológico de los receptores del grupo I corresponde al siguiente 
orden de potencia de agonistas: Quiscualato > 3,5-DHPG > Glutamato > 1S,3R-ACPD 
= Ibotenato > L-CCG-I > 3-HPG > t- ADA. El agonista más selectivo es 3,5-DHPG 
(Conn y Pin, 1997), aunque también actúa sobre receptores NMDA a altas 
concentraciones (Contractor y cols., 1998). Los compuestos 4C3HPG, CBPG y 
LY367385 se comportan como antagonistas selectivos de mGluR1 (Clark y cols., 
1997), siendo inactivos o actuando como agonistas parciales sobre mGluR5. El único 
antagonista que ha mostrado una cierta selectividad sobre mGluR5 es MPEP (Gasparini 
y cols., 1999b). Los antagonistas LY393675 (Baker y cols., 1998) y NPS2390 (Van 
Wagenen y cols., 1998) exhiben una elevada potencia tanto para mGluR1 como 
mGluR5. Otros antagonistas altamente selectivos de receptores del grupo I son AIDA 
(Pellicciari y cols., 1995) y CPCCOEt (Annoura y cols., 1996; Hermans y cols., 1998). 
 El orden relativo de potencia de los agonistas de los receptores del grupo II es 
DCG-IV = L-CCG-I > APDC > Glutamato > 1S,3S-ACPD = 1S,3R-ACPD > 4C3HPG 
> Ibotenato > Quiscualato. De ellos, sólo APDC es estrictamente selectivo, ya que L-
CCG-I también es activo sobre mGluR1 y mGluR4, aunque con una potencia diez veces 
menor, mientras que DCG-IV es activo también sobre receptores NMDA (Conn y Pin, 
1997). En cuanto a los antagonistas, los más empleados son MCPG, MCCG-I y PCCG-
IV, siendo este último el más potente para mGluR2 (Conn y Pin, 1997). LY307452 
(Wermuth y cols., 1996) y LY341495 (Kingston y cols., 1998a) son otros dos potentes 
antagonistas de estos receptores, aunque el último también antagoniza, a altas 
concentraciones, las respuestas de los mGluRs del grupo I (Kingston y cols., 1998b).  
 
-Mecanismos de transducción 
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 En todos los sistemas de expresión los receptores glutamatérgicos del grupo I 
inducen la activación de fosfolipasa C y la hidrólisis de fosfoinosítidos, con la 
consiguiente producción de diacilglicerol y de IP3, por un mecanismo que depende de la 
activación de proteínas G de tipo Gq (Pin y Duvoisin, 1995; Conn y Pin, 1997). Una 
característica de esta respuesta es su desaparición tras una estimulación repetida con el 
agonista. Esta desensibilización parece estar relacionada con la fosforilación del 
receptor por proteína quinasa C (Herrero y cols., 1994; Gereau y Heinemann, 1998; 
Kammermeier e Ikeda, 2002), lo que provocaría su desacoplamiento de la cascada de 
transducción de señales. Otras quinasas implicadas en la desensibilización son las 
denominadas “quinasas de receptores acoplados a proteínas G” o GRKs, que fosforilan 
específicamente el dominio C-terminal de los receptores ocupados por el agonista. Esta 
fosforilación favorece la unión de la proteína β-arrestina, que desacopla al receptor de la 
proteína G (De Blasi y cols., 2001).   
 Otros efectos atribuidos a los receptores metabotrópicos del grupo I son el 
incremento de los niveles intracelulares de AMPc, a través de un mecanismo 
dependiente de proteínas Gs (Joly y cols., 1995; Thomsen, 1996), y la activación de 
fosfolipasa D (Servitja y cols., 1999; Shinomura y cols., 2000).  
A parte de estas acciones, los receptores metabotrópicos del grupo I inhiben la 
actividad de algunos canales iónicos, en concreto de canales de K+ de tipo M (Ikeda y 
cols., 1995; Kammermeier e Ikeda, 1999; Kammermeier y cols., 2000) y de canales de 
Ca2+ dependientes de voltaje, tanto del tipo N como del tipo P/Q (Choi y Lovinger, 
1996; McCool y cols., 1998; Stefani y cols., 1998b; Kammermeier e Ikeda, 1999; 
Kammermeier y cols., 2000). Estos efectos se producen a través de un mecanismo 
delimitado de membrana, que depende de la activación de proteínas G tanto sensibles 
(Choi y Lovinger, 1996; McCool y cols., 1998) como insensibles a PTX (McCool y 
cols., 1998).  
Los receptores metabotrópicos del grupo II están acoplados negativamente a 
adenilato ciclasa, inhibiendo la formación de AMPc (Manzoni y cols., 1992; Prézeau y 
cols., 1992, 1994; Tanabe y cols., 1993; Conn y Pin, 1997), por un mecanismo que 
depende de la activación de proteínas G de tipo Gi/Go. Al igual que los receptores del 
grupo I, estos receptores también inhiben la actividad de canales de Ca2+ dependientes 
de voltaje (Chavis y cols., 1995; Ikeda y cols., 1995; Choi y Lovinger, 1996; McCool y 
cols., 1996), siendo esta acción la responsable de los efectos depresores que estos 
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receptores ejercen sobre muchas sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas del Sistema 
Nervioso Central.  
 
 -Papel fisiológico 
 
 La actividad de los receptores metabotrópicos del grupo I se ha relacionado con 
los fenómenos de plasticidad sináptica conocidos como potenciación y depresión 
duraderas (LTP y LTD; del inglés “long term potentiation” y “long term depression”). 
Los agonistas de los receptores del grupo I facilitan la inducción de la LTP  en la región 
CA1 de hipocampo (Lu y cols., 1997; Jia y cols., 1998; Balschun y Wetzel, 2002) y en 
la amígdala (Rodrigues y cols., 2002; Fendt y Schmid; 2002; Lee y cols., 2002) a través 
de la activación de mGluR5. mGluR1, por su parte, se ha relacionado con la LTD que 
tiene lugar en las sinapsis entre las fibras paralelas y las células de Purkinje del cerebelo 
(Aiba y cols., 1994; Shigemoto y cols., 1994; Levenes y cols., 1998; Ichise y cols., 
2001), donde su ausencia se asocia a una ataxia cerebelosa severa (Conquet y cols., 
1994; Aiba y cols., 1994; Sillevis y cols., 2000; Ichise y cols., 2001), así como con la 
LTD observada en las sinapsis corticoestriatales (Gubellini y cols., 2001). 
Los mGluRs del grupo I desempeñan un papel fundamental en el desarrollo de la 
memoria espacial, habiéndose observado alteraciones en este fenómeno tras la 
inyección intraventricular de sus antagonistas (Riedel y cols., 1994; Balschun y Wetzel, 
1998). También se han implicado en los fenómenos de neurotoxicidad cerebral, 
potenciando el daño neuronal secundario a la activación suprafisiológica de los 
receptores NMDA (Bruno y cols., 1995; Wang y cols. 1997; Rao y cols., 2000; Allen y 
cols., 2001), si bien algunos estudios atribuyen a estos receptores efectos 
neuroprotectores (Montoliu y cols., 1997; Kalda y cols., 2000; Pizzi y cols., 2000). 
 Los receptores del grupo II ejercen una función fundamentalmente depresora de 
la transmisión sináptica. Su localización en el preterminal (Shigemoto y cols., 1997) es 
consistente con su alta afinidad por glutamato (Schoepp y cols., 1999), y sugiere que 
este receptor podría activarse únicamente en aquellas situaciones en las que el glutamato 
difunde más allá del sitio de liberación, hecho que ha sido comprobado 
experimentalmente en ensayos de estimulación de alta frecuencia y de bloqueo de la 
recaptación (Scanziani y cols., 1997; Kew y cols., 2001). La inhibición de la liberación 
producida por el receptor evitaría de esta forma la aparición de niveles neurotóxicos de 
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glutamato en la hendidura sináptica, manteniendo su concentración en todo momento 
dentro del rango fisiológico. 
 
  




 Los receptores mGluR7 se expresan de manera abundante en corteza cerebral, 
tálamo e hipotálamo, apareciendo también niveles elevados en hipocampo, cerebelo, 
bulbo olfatorio, ganglios basales y médula espinal (Bradley y cols., 1996; Shigemoto y 
cols., 1997; Phillips y cols., 1998; Kinoshita y cols., 1998; Kosinski y cols., 1999). La 
distribución de la isoforma 7a es mucho más amplia que la de 7b, que sólo se expresa de 
manera significativa en determinadas áreas cerebrales (giro dentado, islotes de Calleja, 
sustancia innominada, globo pálido), donde colocaliza con 7a (Kinoshita y cols., 1998). 
La localización subcelular de estos receptores es fundamentalmente presináptica, 
situándose preferentemente en la zona activa de liberación (Shigemoto y cols., 1996, 
1997; Kinoshita y cols., 1998), donde actúan como autorreceptores, inhibiendo la 
liberación de glutamato. En algunas localizaciones, como hipocampo, se ha descrito una 
asociación entre la presencia de un determinado receptor metabotrópico a nivel 
postsináptico y la expresión de mGluR7 en la presinapsis. Así, se ha descrito una mayor 
densidad de mGluR7 en terminales que hacen sinapsis con dendritas de interneuronas 
GABAérgicas que expresan mGluR1 (Shigemoto y cols., 1996), constituyendo éste un 
ejemplo de cómo la diana postsináptica puede influir en la localización de los receptores 
presinápticos.  
La distribución de los receptores de los tipos mGluR4 y mGluR8 es más 
restringida que la de mGluR7. mGluR4a se expresa principalmente en cerebelo, siendo 
especialmente abundante en los terminales de las fibras paralelas (axones de las células 
granulares) (Kinoshita y cols., 1996b; Mateos y cols., 1998b, 1999; Corti y cols., 2002). 
En hipocampo se ha encontrado una expresión elevada en la capa molecular del giro 
dentado, en el estrato molecular de CA1 y en el estrato oriens (Bradley y cols., 1996; 
Corti y cols., 2002). También aparece de forma abundante en el ganglios basales 
(Bradley y cols., 1999; Corti y cols., 2002), tálamo (Corti y cols., 2002) y en el córtex 
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piriforme (Benítez y cols., 2000), siendo su expresión más reducida en corteza (Ohishi y 
cols., 1995; Corti y cols., 2002). La existencia de la isoforma 4b es actualmente 
cuestionada, y su clonaje podría representar un artefacto (Corti y col., 2002). La 
localización subcelular de estos receptores es fundamentalmente presináptica (Kinoshita 
y cols., 1996b; Shigemoto y cols., 1997; Benítez y cols., 2000; Corti y cols., 2002), y 
además de actuar como autorreceptores, inhibiendo la liberación de glutamato, podrían 
actuar como heterorreceptores, modulando a nivel presináptico la liberación de otros 
neurotransmisores (modulación heterosináptica), especialmente GABA (Snead y cols., 
2000; Semyanov y Kullman, 2000; Wittmann y cols., 2001a; Corti y cols., 2002).  
 La expresión de mGluR8 se ha descrito en la capa 1a del córtex piriforme 
(Kinoshita y cols., 1996a; Wada y cols., 1998), localizándose en los terminales del 
tracto olfatorio lateral, procedentes del bulbo olfatorio, donde el ARNm para mGluR8 
muestra una expresión muy elevada (Duvoisin y cols., 1995; Saugstad y cols., 1997). La 
presencia de este receptor también ha sido descrita en hipocampo (vía perforante lateral) 
(Shigemoto y cols., 1997), en médula espinal (Thomas y cols., 2001), y, de manera más 
restringida, en corteza cerebral y cerebelo (Saugstad y cols., 1997). La localización 
subcelular de este receptor es fundamentalmente presináptica (Kinoshita y cols., 1996a; 
Shigemoto y cols., 1997). 
 mGluR6 se expresa exclusivamente en las células bipolares de la retina 
(Nakajima y cols., 1993; Akazawa y cols., 1994; Vardi y cols., 1997, 2000), donde su 
localización es somatodendrítica, interviniendo en la modulación de la transmisión 
sináptica entre fotorreceptores y células bipolares (Masu y cols., 1995). 
 En los últimos años se han establecido los determinantes moleculares implicados 
en la distribución subcelular de los receptores metabotrópicos del grupo III. Mediante 
estudios con quimeras se ha observado, por ejemplo, como la localización de mGluR7 a 
nivel presináptico depende de una secuencia de 60 aminoácidos presente en la región 
central del dominio C-terminal del receptor (Stowell y Craig, 1999). La integridad de 
esta secuencia es fundamental para la localización del receptor en el terminal, pero no 
parece estar implicada en el agrupamiento de los receptores en la zona activa de 
liberación. Los mecanismos moleculares que favorecen este agrupamiento son 
desconocidos, aunque podrían estar relacionados con la interacción del receptor con 
algunas proteínas con dominios PDZ, y, en especial, con PICK1 (Boudin y cols., 2000; 
Boudin y Craig, 2001; Perroy y cols., 2002). Esta interacción se establece a través de 
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una secuencia de reconocimiento de PDZ presente en la región distal del extremo C-
terminal del receptor. La deleción de esta secuencia no impide la presencia del receptor 
en la presinapsis, pero sí su concentración en la zona activa (Boudin y cols., 2000). 
PICK1 podría desempeñar además un papel en la modulación de la funcionalidad del 
receptor (Dev y cols., 2000; Perroy y cols.,2002), al atenuar su fosforilación por 




 El orden relativo de potencia de los agonistas de los receptores del grupo III es 
L-AP4 > L-SOP > Glutamato > L-CCG-I > 1S,3S-ACPD > 1S,3R-ACPD > Ibotenato > 
Quiscualato. De ellos, L-AP4 y L-SOP son selectivos del grupo III. ACPT-I, (Acher y 
cols., 1997; Chapman y cols., 2001), y (S)-3,4-DCPG (Thomas y cols., 2001) son 
selectivos para mGluR4a y mGluR8a, respectivamente. Entre los antagonistas, los más 
potentes y selectivos son MPPG y CPPG, aunque MPPG actúa también sobre mGluR2. 
MCPG y AIDA también se comportan como antagonistas de estos receptores, pero con 
una potencia mucho menor (Conn y Pin, 1997; Cartmell y Schoepp, 2000).  
 El rasgo farmacológico más característico de mGluR7 es su baja afinidad por los 
agonistas farmacológicos y glutamato, mostrando una EC50 de entre 100 y 1000 veces 
mayor para L-AP4 y L-SOP que el resto de los receptores del grupo III (Okamoto y 
cols., 1994; Saugstad y cols., 1994; Conn y Pin, 1997; Schoepp y cols., 1999; Cartmell 
y Schoepp, 2000). 
  
-Mecanismos de transducción 
 
Todos los receptores metabotrópicos del grupo III están acoplados 
negativamente a adenilato ciclasa, inhibiendo la formación de AMPc tanto en sistemas 
de expresión heteróloga (Tanabe y cols., 1993; Okamoto y cols., 1994; Saugstad y cols., 
1994; Duvoisin y cols., 1995; Wu y cols., 1998a) como en preparaciones neuronales 
(Schoepp y Jonhson, 1993; Herrero y cols., 1996a; Schaffhauser y cols., 1997). Esta 
respuesta es abolida por toxina pertúsica (PTx), lo que sugiere la participación de una 
proteína G de tipo Gi/Go.  
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A parte de este efecto, los receptores metabotrópicos del grupo III reducen la 
actividad de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje de tipo N y P/Q, por un 
mecanismo delimitado de membrana mediado por las subunidades βγ de las proteínas 
Gi/Go, siendo éste uno de los mecanismos responsables de la inhibición de la liberación 
de glutamato producida por estos receptores (Sahara y Westbrook, 1993; Hay y Kunze, 
1994; Tyler y Lovinger 1995; Glaum y Miller, 1995; Takahashi y cols., 1996; Herrero y 
cols., 1996a; Vázquez y Sánchez-Prieto 1997; Stefani y cols., 1996, 1998a; Perroy y 
cols., 2000).  
Los canales de Ca2+ dependientes de voltaje de alto umbral, es decir, aquellos 
que requieren fuertes despolarizaciones para activarse se han clasificado en función de 
sus características biofísicas y farmacológicas en 4 tipos: L, N, P/Q y R (Meir y cols., 
1999; Catterall, 2000; Ertel y cols., 2000; Fisher and Bourque, 2001). Estructuralmente, 
todos ellos son complejos multiméricos formados por subunidades α1, α2, β y γ. Se han 
identificado diez tipos de subunidades α1, cuatro de α2, cuatro de β y dos de γ (Fisher 
and Bourque, 2001). La subunidad α1 es la que forma el poro iónico y la que determina 
las propiedades primarias del canal. Las subunidades α1S (Cav 1.1), α1C (Cav 1.2) y α1D 
(Cav 1.3) dan lugar a canales del tipo L (sensible a dihidropiridinas), α1B (Cav 2.2) a 
canales del tipo N (sensible a ω-Conotoxina-GVIA), α1A (Cav 2.1) a canales P/Q 
(sensible a ω-Agatoxina-IVA)  y α1E (Cav 2.3) a canales R (sensible a ω-Agatoxina-III). 
Las subunidades α2, β y γ no son necesarias para la obtención de corrientes en los 
sistemas de expresión, aunque sí modifican su magnitud y las propiedades biofísicas del 
canal. 
Los canales del tipo L son bloqueados por dihidropiridinas y presentan una 
amplia distribución en sistema endocrino, músculo y cerebro, aunque no parecen estar 
implicados en la liberación de neurotransmisores, tal y como se ha puesto de manifiesto 
tanto en estudios de liberación de glutamato (Turner y Dunlap, 1995; Vázquez y 
Sánchez-Prieto, 1997), como de transmisión sináptica (Takahashi y Momiyama, 1993; 
Castillo y cols., 1994; Wheeler y cols., 1994).  
Los canales de los tipos N, P/Q y R se expresan casi exclusivamente en el 
sistema nervioso, y desempeñan un papel fundamental en la exocitosis de 
neurotransmisores. El componente de liberación asociado a los canales del tipo P/Q 
parece ser cuantitativamente mayoritario tanto en corteza cerebral como en hipocampo 
(Takahashi y Momiyama, 1993; Luebke y cols., 1993; Castillo y cols., 1994; Wheeler y 
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cols., 1994; Vázquez y Sánchez-Prieto, 1997;), aunque la participación de los canales 
del tipo N también es significativa. En la mayoría de los estudios realizados el empleo 
de concentraciones saturantes de toxinas de canales N y P/Q deja una pequeña corriente 
residual de Ca2+, que ha sido atribuida a canales del tipo R (Wu y cols., 1998b). 
La participación de los canales de Ca2+ de los tipos P/Q y N en la exocitosis es 
consistente con su localización en la zona activa de los terminales sinápticos, existiendo 
evidencias de interacciones funcionales entre los canales y las proteínas del complejo de 
fusión, especialmente con sintaxina, sinaptotagmina y SNAP-25 (Leveque y cols., 1994; 
Bezprozvanny y cols., 1995, 2000; Sheng y cols., 1997, 1998; Zhong y cols., 1999). 
Estas interacciones podrían contribuir a la rápida cinética del proceso de exocitosis, al 
asegurar la colocalización de las corrientes de Ca2+ con sus efectores, e intervenir en la 
modulación de las propiedades biofísicas del canal, tal y como ha sido descrito en el 
caso de sintaxina (Degtiar y cols., 2000; Bergsman y Tsien, 2000).        
El efecto depresor de los receptores metabotrópicos del grupo III sobre la 
liberación de glutamato es atribuido principalmente a sus acciones inhibidoras sobre los 
canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Tyler y Lovinger 1995; Glaum y Miller, 1995; 
Takahashi y cols., 1996; Vázquez y Sánchez-Prieto 1997; Stefani y cols., 1998), 
habiéndose observado modulaciones tanto sobre canales del tipo N, como sobre canales 
del tipo P/Q. Recientemente se ha descrito una modulación sobre canales P/Q a través 
de una vía de señalización no descrita anteriormente para estos receptores, y que implica 
la activación de fosfolipasa C y de proteína quinasa C (Perroy y cols., 2000). Este 
efecto, observado a nivel somatodendrítico en células granulares de cerebelo 
transfectadas con mGluR7, no ha sido reproducido aún en otros sistemas, no existiendo 
hasta la fecha evidencias sobre su posible repercusión a nivel presináptico.  
El acoplamiento negativo de los receptores del grupo III a la vía de adenilato 
ciclasa/AMPc no parece tener efecto alguno sobre la liberación de glutamato inducida 
por la despolarización (Herrero y cols., 1996a), desconociéndose hasta la fecha cuales 
son las repercusiones funcionales de esta vía de señalización sobre el control de la 
transmisión glutamatérgica. Dado que la activación de adenilato ciclasa mediante 
forskolina o isoproterenol induce un incremento en la liberación espontánea de 
glutamato dependiente de la elevación de los niveles intracelulares de AMPc (Herrero y 
Sánchez-Prieto, 1996b), es posible que los receptores metabotrópicos del grupo III 
puedan modular, a través de la inhibición de esta vía, los efectos facilitadores sobre la 
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liberación de algunos receptores acoplados positivamente a adenilato ciclasa, como los 
β-adrenérgicos o los A2 de adenosina.  
Entre los factores que regulan la actividad de los receptores metabotrópicos de 
glutamato, adquiere especial relevancia la modulación por parte de proteína quinasas. 
Los receptores metabotrópicos del grupo III presentan sitios de fosforilación tanto para 
proteína quinasa C (Macek y cols., 1998; Nakajima y cols., 1999; Dev y cols., 2000; 
Airas y cols., 2001), como para proteína quinasa A (Cai y cols., 2001), y esta 
fosforilación conduce a la supresión de la función del receptor y de su capacidad para 
inhibir canales de Ca2+ (Macek y cols., 1998, 1999; Cai y col., 2001). 
Otra proteína que parece desempeñar un papel importante en la modulación de la 
función de los receptores del grupo III es calmodulina. El dominio C-terminal del 
receptor presenta, en su región proximal, sitios de unión para calmodulina y para las 
subunidades βγ de las proteínas Gi/Go (O´Connor y cols., 1999; El Far y cols., 2001; 
Dev y cols., 2001; Sorensen y cols., 2002). El sitio de unión para calmodulina es 
fosforilado por proteína quinasa C (Nakajima y cols., 1999; O´Connor y cols., 1999), y 
esta fosforilación impide la unión de calmodulina al receptor. Por otro lado, la unión de 
calmodulina previene la fosforilación del receptor por la quinasa.  
Algunos experimentos electrofisiológicos han mostrado como la aplicación de 
antagonistas de calmodulina atenúa la inhibición de la transmisión sináptica producida 
por L-AP4 (O´Connor y cols., 1999). En este sentido, se ha sugerido que calmodulina 
actuaría provocando la disociación de las subunidades βγ de su sitio de unión al 
receptor, posibilitando de este modo el desarrollo de las acciones inhibitorias de las 
subunidades βγ sobre los canales de Ca2+ dependientes de voltaje (O´Connor y cols., 




 Los receptores metabotrópicos del grupo III ejercen una potente acción 
inhibidora sobre la transmisión glutamatérgica tanto en rodajas de tejido cerebral 
(Gereau and Conn, 1995; Vignes y cols., 1995; Dietrich y cols., 1997; Pisani y cols., 
1997), como en sinaptosomas (Vázquez y cols., 1995; Herrero y cols., 1996a).  
Los receptores de tipo mGluR7 se localizan específicamente en las zonas activas 
de liberación (Shigemoto y cols., 1996, 1997; Kinoshita y cols., 1998). Dado que este 
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receptor presenta una baja afinidad por glutamato, es posible que permanezca inactivo 
en condiciones basales, activándose únicamente en aquellas situaciones en las que la 
concentración de glutamato alcanza niveles elevados en la hendidura sináptica, como 
ocurre en situaciones de estimulación de alta frecuencia. 
 Los estudios realizados con ratones knockout para mGluR7 muestran una mayor 
predisposición de estos animales a desarrollar crisis epilépticas en la edad adulta (a 
partir de las 12 semanas) (Sansig y cols., 2001), y son varios los trabajos que han puesto 
de manifiesto los efectos anticonvulsivantes de los agonistas de los receptores 
metabotrópicos del grupo III (Tang y cols., 1997; Chapman y cols., 1999, 2001; 
Gasparini y cols., 1999a; Yip y cols., 2001; Folbergrova y cols., 2001; De Sarro y cols., 
2002). Curiosamente esta predisposición a la epilepsia no aparece en ratones jóvenes, 
donde la ausencia de mGluR7 se asocia únicamente a déficits en las respuestas a 
estímulos nocivos y en las respuestas de aversión condicionada a un determinado sabor 
(Masugi y cols., 1999).  
En cerebelo, mGluR4 inhibe la transmisión glutamatérgica a nivel de la sinapsis 
entre las fibras paralelas y las células de Purkinje (Mateos y cols., 1999), desempeñando 
un papel fundamental en el control de la función motora, tal y como lo ponen de 
manifiesto los estudios realizados con ratones knockout para este receptor (Pekhletski y 
cols., 1996). Estos estudios revelan además un deterioro importante en el procesamiento 
de la información espacial por parte de estos animales (Gerlai y cols., 1998).  
Los receptores metabotrópicos del grupo III parecen estar implicados asimismo  
en el control extrapiramidal del movimiento (Kosinski y cols., 1999; Wittman y cols., 
2001a; Awad-Granko y Conn., 2001; David y Abraini, 2002; Messenger y cols., 2002) 
y en la modulación de la sensibilidad no dolorosa a nivel de la médula espinal (Masugi 
y cols., 1999). 
En sinaptosomas cerebrocorticales de ratas jóvenes (21 días) bajas 
concentraciones de L-AP4 (2-3 µM) inhiben de manera acusada la liberación de 
glutamato inducida por la despolarización (Herrero y cols., 1996a). Estas 
concentraciones de L-AP4 no tienen, sin embargo, ningún efecto sobre la liberación de 
glutamato en ratas adultas (Vázquez y cols., 1995), sugiriendo una caída en la expresión 
de los receptores de alta afinidad por L-AP4 con el desarrollo. Es posible, sin embargo, 
que los terminales sinápticos de ratas adultas expresen receptores de baja afinidad por el 
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agonista (Shigemoto y cols., 1997; Corti y cols., 2002), y que éstos actúen como 
autorreceptores presinápticos inhibiendo la liberación de glutamato a estas edades. 
 El control negativo ejercido por estos receptores sobre la liberación de glutamato 
podría contribuir a mantener la concentración del neurotransmisor en la hendidura 
sináptica dentro de los límites fisiológicos, evitando que alcance niveles que podrían 
resultar neurotóxicos. En este sentido, son varios los trabajos que han puesto de 
manifiesto los efectos neuroprotectores de la activación de estos receptores (Bruno y 
cols., 1996; Maiese y cols., 1996; Lafon-Cazal y cols., 1999; Pizzi y cols., 2000), lo que 
hace de ellos excelentes candidatos para el desarrollo de futuras aplicaciones 
terapéuticas frente a procesos agudos y crónicos de neurotoxicidad mediados por 




MODULACIÓN DE LA LIBERACIÓN DE GLUTAMATO POR LA 
ACTIVACIÓN DE LAS PROTEÍNAS QUINASAS  A Y C 
 
Proteína quinasa C 
 
 El Sistema Nervioso Central de los mamíferos contiene altas concentraciones de 
la proteína quinasa C (PKC), enzima a la que se le han atribuido importantes funciones 
en el desarrollo neuronal, la modulación de canales iónicos, la liberación de 
neurotransmisores y en los fenómenos de plasticidad sináptica (Tanaka y Nishizuka, 
1994). 
La proteína quinasa C (PKC) constituye una familia de quinasas de serina y 
treonina dependientes de Ca2+ y fosfolípidos, que presentan como activador fisiológico 
diacilglicerol, generado bien por la hidrólisis de fosfatidilinositoles estimulada por 
fosfolipasa C o bien por la hidrólisis de fosfatidilcolina inducida por fosfolipasa D. Se 
han descrito varias isoformas de PKC que se clasifican, desde el punto de vista 
estructural, en tres grupos (Nishizuka, 1992; Tanaka y Nishizuka, 1994). El primer 
grupo (isoenzimas clásicas o convencionales) comprende las isoformas α, βI, βII y γ, 
que requieren para su activación Ca2+, diacilglicerol, fosfatidilserina, lisofosfatidilcolina 
y ácidos grasos insaturados. El segundo grupo (nuevas isoenzimas) engloba las 
isoformas δ, ε, η y θ, que no requieren Ca2+ para su activación, pero si fosfatidilserina y 
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diacilglicerol. El tercer grupo (isoenzimas atípicas) está integrado por las isoformas ξ y 
λ, cuya activación requiere únicamente fosfatidilserina, aunque la subespecie ξ es 
activada también por ácidos grasos insaturados. 
La proteína quinasa C ejerce una potente acción facilitadora sobre la transmisión 
sináptica, efecto que ha sido descrito tanto en rodajas de tejido cerebral (Malenka y 
cols., 1986; Bramham y cols., 1994; Honda y cols., 2000; Francis y cols., 2002), como 
en preparaciones de sinaptosomas (Nichols y cols., 1987; Terrian y cols., 1991; Coffey 
y cols., 1993) y cultivos neuronales (Capogna y cols., 1995; Kudoh y cols., 2001). A 
nivel presináptico, la quinasa puede actuar sobre múltiples dianas, por lo que resulta 
muy difícil establecer el mecanismo primario a través del cual produce sus efectos. Así, 
se ha descrito que PKC fosforila la subunidad α1 de los canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje (Ahlijanian y cols., 1991; Fournier y cols., 1993; Hell y cols., 1994; Stea y cols., 
1995; Zamponi y cols., 1997), y que esta fosforilación provoca un aumento de su 
conductancia (Stea y cols., 1995), así como la supresión de la inhibición tónica ejercida 
por las subunidades βγ de las proteínas G sobre estos canales (Zamponi y cols, 1997; 
Hamid y cols., 1999; Cooper y cols., 2000; Barrett y Rittenhouse, 2000). También se 
han descrito acciones sobre canales de Na+ dependientes de voltaje, que se traducen en 
una disminución de su conductancia (Numann y cols., 1991; Li y cols., 1993; Rossie, 
1999) y sobre diferentes canales de K+, inhibiendo corrientes de tipo IK(A) (Hoffman y 
Johnston, 1998), IK(D) (Cousin y cols., 1999), e IK(DR) (Peretz y cols., 1996). La 
inhibición de la corriente Ik(DR) podría ser la responsable del efecto potenciador de PKC 
sobre la liberación de glutamato inducida por el bloqueante de canales de K+ 4-
aminopiridina (Barrie y cols., 1991). Dado que este efecto no se observa cuando la 
despolarización es inducida por KCl (Barrie y cols., 1991; Coffey y cols., 1993), se ha 
sugerido que la diana de la quinasa en este caso sería un canal de K+ con características 
similares a las del rectificador retrasado, cuya inhibición prolongaría la duración de los 
potenciales de acción, produciendo un incremento en la liberación de glutamato.  
Además de canales iónicos, PKC fosforila múltiples proteínas de la maquinaria 
exocitótica como GAP-43, MARCKS, 14-3-3, dinamina I, Munc-18, Munc 13-1, 
VAMP y SNAP-25 (Liu y cols., 1994; Herget y cols., 1995; Fujita y cols., 1996; Betz y 
cols., 1998; Genoud y cols., 1999; Turner y cols., 1999; Powell y cols., 2000; Hepp y 
cols., 2002). La fosforilación de estas proteínas se ha relacionado con un incremento en 
la movilización de vesículas desde el compartimento de reserva hacia la zona activa 
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(Stevens and Sullivan, 1998; Waters y Smith, 2000), con un aumento de la sensibilidad 
de la maquinaria exocitótica al Ca2+ (Wu y Wu, 2001) y, en el caso de dinamina I, con 
una facilitación del reciclaje de las vesículas tras la exocitosis (Cousin y cols., 2001). 
 La actividad de proteína quinasa C se ha relacionado con los fenómenos de LTP 
en hipocampo, participando tanto en la fase de inducción como en la fase de 
mantenimiento (Klann y cols., 1991; Wang y Feng, 1992; Cheng y cols., 1994; Powell y 
cols., 1994; Son y cols., 1996; Roisin y cols., 1997; Ramakers  y cols., 2000). También 
se ha relacionado con la LTD en algunas sinapsis, como la que tiene lugar entre las 
fibras paralelas y las células de Purkinje en cerebelo (Daniel y cols., 1998; Levenes y 
cols., 1998), donde la desensibilización de los receptores AMPA y mGluR1 derivada de 
su fosforilación por la quinasa provoca una depresión mantenida de la transmisión 
sináptica.  
 
Vía de adenilato ciclasa/AMPc/proteína quinasa A 
 
 La vía de señalización mediada por adenilato ciclasa y AMPc regula diversos 
procesos fisiológicos en respuesta a señales intra- y extracelulares tales como hormonas, 
neurotransmisores y Ca2+. En sinaptosomas de corteza cerebral, la activación de esta vía 
mediante forskolina o el agonista β-adrenérgico isoproterenol induce una liberación 
espontánea de glutamato dependiente de Ca2+ y de la activación de proteína quinasa A 
(Herrero y Sánchez-Prieto, 1996b). El mecanismo a través del cual se produce este 
efecto es desconocido, aunque podría estar relacionado con la modulación por parte de 
la quinasa de corrientes de K+ de tipo IK(A). Estas corrientes, que contribuyen al 
mantenimiento del potencial de reposo y a la rápida repolarización de la membrana ante 
despolarizaciones submáximas, son inhibidas por proteína quinasa A (Hoffman y 
Johnston, 1998; Anderson y cols., 2000; Schrader y cols., 2002), lo que provoca un 
aumento de la excitabilidad, que favorece la génesis espontánea de potenciales de 
acción.  A diferencia de PKA, PKC no promueve la liberación espontánea de glutamato, 
pero sí potencia de manera acusada la liberación evocada por 4-aminopiridina (Barrie y 
cols., 1991), que induce potenciales de acción espontáneos a través de una inhibición de 
canales de K+, posiblemente de tipo IK(A) (Tibbs y cols., 1989 a,b; Tibbs y cols., 1996). 
Basándose en estos datos, es sugerente la idea de que PKA y PKC podrían estar 
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actuando sobre diferentes dianas a nivel presináptico, y que la activación simultánea de 
ambas quinasas tenga un efecto sinergístico sobre la liberación de neurotransmisor. 
En las regiones CA1 y CA3 de hipocampo y en la amígdala, la activación de 
proteína quinasa A estimula la transmisión sináptica por un mecanismo presináptico 
(Gereau y Conn, 1994; Chávez-Noriega y Stevens, 1994; Weisskopf y cols., 1994; 
Huang y cols., 1996). Los mecanismos de esta facilitación son múltiples, y están 
relacionados con modulaciones sobre canales iónicos (Huang y cols., 1996; Mellor y 
cols., 2002) y sobre la maquinaria exocitótica (Trudeau y cols., 1996, 1998; Lonart y 
cols., 1998b; Chavis y cols., 1998; Chheda y cols., 2001). En este sentido, se ha descrito 
que PKA es capaz de fosforilar algunas de las proteínas de la maquinaria exocitótica 
como sinapsina I, SNAP-25 y rabfilina 3a (Numata y cols., 1994; Fykse y cols., 1995; 
Hirling y Scheller, 1996; Lonart y Sudhof, 1998a; Hosaka y cols., 1999; Risinger y 
Bennett, 1999; Hepp y cols., 2002), y que la fosforilación de esta última favorece la 
movilización de vesículas desde el compartimento de reserva a la zona activa (Foletti y 
cols., 2001). 
 La activación de proteína quinasa A desempeña un papel esencial en la génesis 
de la LTP que tiene lugar a nivel de la sinapsis entre las fibras musgosas, procedentes de 
las células granulares del giro dentado, y las células piramidales de CA3 de hipocampo 
(Weisskopf y cols., 1994; Huang y cols., 1995; Lonart y cols., 1998b; Villacres y cols., 
1998). Esta LTP es típicamente presináptica, y depende de tres mecanismos: un 
incremento en la entrada de Ca2+ en el terminal que es consecuencia de la fosforilación 
de los canales de Ca2+ por PKA, un aumento en el número de vesículas en la zona 
activa, dependiente de la fosforilación de rabfilina 3a, y un incremento en la 
sensibilidad de la maquinaria exocitótica al Ca2+ (Lonart y cols., 1998b).     
 
 
EL SINAPTOSOMA COMO MODELO DE SINAPSIS IN VITRO 
 
 En el análisis de los mecanismos presinápticos que participan en la transmisión 
glutamatérgica se han utilizado diferentes preparaciones, como cortes de tejido cerebral, 
neuronas en cultivo, oocitos de Xenopus o líneas celulares transfectadas, 
sinaptoneurosomas y sinaptosomas. Cada una de estas preparaciones presenta ventajas e 
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inconvenientes, y la elección de una u otra debe realizarse en función del aspecto que se 
desee estudiar. 
La expresión de receptores recombinantes en líneas celulares constituye un buen 
modelo para analizar aspectos funcionales e identificar las respuestas asociadas a la 
activación de un determinado receptor. Asimismo, posibilitan el estudio de la relación 
estructura-función, permitiendo por ejemplo el análisis de los efectos de la delección de 
una secuencia del receptor o la identificación de residuos clave en su funcionalidad. Sin 
embargo, estos sistemas no contienen los elementos de las vías de transducción de los 
sistemas nativos, por lo que su utilidad en determinados estudios es limitada. Los cortes 
de tejido cerebral, por su parte, presentan la ventaja de que pueden ser estimulados 
eléctricamente en sinapsis localizadas y el inconveniente de su elevada heterogenicidad, 
no permitiendo el análisis de respuestas individuales. 
 El término sinaptosoma hace referencia a los botones presinápticos obtenidos 
tras el resellado espontáneo de la membrana plasmática durante la homogeneización del 
tejido cerebral. Frente a los sinaptoneurosomas, que conservan las membranas 
postsinápticas reselladas, los sinaptosomas son un modelo ideal para la investigación de 
fenómenos presinápticos, ya que las interferencias postsinápticas quedan minimizadas, 
permitiendo el análisis de los efectos y vías de transducción de señales que median los 
distintos receptores presinápticos. Además, los sinaptosomas exhiben una alta capacidad 
de transporte de glutamato, manteniendo una concentración de glutamato extracelular 
relativamente baja y cercana a los valores fisiológicos (1 µM) (Lerma y cols., 1986), lo 
que limita considerablemente la posibilidad de desensibilización de los receptores. 
 Una de las ventajas de la preparación de sinaptosomas es que posibilita el 
análisis de respuestas individuales mediante técnicas de imagen de Ca2+, permitiendo, 
por ejemplo, estudiar la distribución de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje en 
terminales individuales, o determinar el porcentaje de terminales que presentan un 
determinado receptor. La reciente aparición de anticuerpos frente los transportadores 
vesiculares de glutamato VGLUT1 y VGLUT2 permite además identificar 
inmunohistoquímicamente los terminales glutamatérgicos.  
 El sinaptosoma in situ puede operar de forma autónoma, salvo en lo que se 
refiere al recambio de proteínas y componentes de la membrana, representando el 
sistema más sencillo capaz de llevar a cabo la captación, síntesis, almacenamiento y 
exocitosis de neurotransmisores (Nicholls, 1989). Al microscopio electrónico los 
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sinaptosomas aparecen como sacos citoplásmicos esféricos, de un diámetro de entre 0,5 
y 1,5 µm, conteniendo una o más mitocondrias y gran cantidad de vesículas sinápticas 
pequeñas, de en torno a 50 nm de diámetro, junto con ocasionales vesículas grandes de 
núcleo denso (Dunkley y cols., 1986). 
 Los sinaptosomas son autónomos desde el punto de vista bioenergético, y 
poseen la dotación enzimática y proteica necesaria para llevar a cabo la síntesis de 
neurotransmisores y su almacenamiento en vesículas. Cuando se incuban en un medio 
rico en iones Na+ (120 mM) y bajo en iones K+ (3,5 mM), y con un aporte 
complementario de glucosa (10 mM), los sinaptosomas respiran activamente, 
manteniendo una producción elevada de ATP y fosfocreatina y una velocidad constante 
de respiración durante varias horas (Kauppinen y Nicholls, 1986). Los sinaptosomas 
contienen mitocondrias funcionales, estando la síntesis de ATP restringida a la 
glucólisis aeróbica. Cuando la síntesis mitocondrial de ATP es inhibida por la anoxia, se 
pone en marcha la glucólisis anaerobia hacia lactato, incrementándose hasta 10 veces el 
consumo de glucosa, sin cambios significativos en los niveles de ATP, que sólo 
disminuyen muy levemente (Kauppinen y Nicholls, 1986). 
 La membrana plasmática de los sinaptosomas presenta una conductancia elevada 
para el K+ y baja para el Na+, por lo que el potencial de membrana resultante oscila 
entre –60 y –80 mM. En los terminales sinápticos se ha descrito la presencia de un canal 
de K+, denominado IA, que participa en el mantenimiento del potencial de membrana en 
reposo, activándose rápidamente cuando la membrana se despolariza ligeramente, 
restableciendo de esta forma el potencial de membrana (Castle y cols., 1989). El 
bloqueo de este canal por 4-aminopiridina (4-AP) desestabiliza el potencial de 
membrana, desencadenando potenciales de acción espontáneos (Tibbs y cols., 1989 a,b; 
Tibbs y cols., 1996). 4-AP también actúa sobre canales de K+ dependientes de voltaje de 
tipo ID, así como sobre canales de K+ activados por Ca2+, que se activan en la fase final 
de los potenciales de acción, restableciendo el potencial de membrana en reposo 
(Blaustein y cols., 1988). 
 Los sinaptosomas mantienen una baja concentración de Ca2+ intracelular (50-
200 nM), incluso en medios con alta concentración de Ca2+ (2 mM). Esto es debido al 
transporte de Ca2+ a las mitocondrias y a la salida del ión a través de la membrana 
plasmática mediante el intercambiador Na+/Ca2+ y la ATPasa dependiente de Ca2+. El 
intercambiador utiliza el gradiente de Na+ a través de la membrana, traslocando tres 
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iones de Na+ por uno de Ca2+, y se activa alostéricamente por Ca2+ interno. El carácter 
electrogénico de este transportador ha llevado a sugerir su posible contribución en la 
entrada de Ca2+ durante la despolarización de los terminales, aunque la ausencia de 
bloqueantes específicos ha impedido establecer de manera inequívoca su participación. 
La ATPasa dependiente de Ca2+ bombea un ión por cada molécula de ATP hidrolizada, 
y podría representar el principal mecanismo de extracción de Ca2+ del citoplasma 
(Snelling y Nichols, 1985). 
 El sinaptosoma posee toda la maquinaria bioquímica necesaria para acoplar la 
despolarización de la membrana plasmática a la entrada de iones de Ca2+ y a la 
liberación de neurotransmisores. Además de la exocitosis vesicular de glutamato, la 
despolarización también induce una liberación independiente de Ca2+ y de ATP, que es 
debida a la reversión de los transportadores de glutamato acoplados al gradiente 
electroquímico de Na+. La liberación independiente de Ca2+ se ve incrementada en 
condiciones de privación de energía, debido a que el declive del gradiente de Na+ 
favorece la reversión del transportador. Se ha sugerido que esta liberación de glutamato 
citosólico podría contribuir a la toxicidad producida por este neurotransmisor en 
condiciones de anoxia e isquemia cerebrales, ya que la reducción de los niveles de ATP 
bloquea la exocitosis e incrementa la salida de glutamato citosólico (Rubio y cols., 
1991). Esta acumulación de glutamato en el espacio sináptico provocaría una 
sobreestimulación de los receptores postsinápticos, especialmente del subtipo NMDA, 
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1.- Estudiar la posible existencia de receptores metabotrópicos de glutamato del 
grupo III de baja afinidad por los agonistas en terminales de corteza cerebral de ratas 
adultas, conocer los mecanismos implicados en sus acciones moduladoras sobre la 
liberación de glutamato e identificar inmunocitoquímicamente el subtipo de receptor 
implicado.  
 
2.- Estudiar la repercusión funcional del acoplamiento negativo de estos 
receptores a la vía de adenilato ciclasa/AMPc/proteína quinasa A, así como su posible 
papel modulador sobre las acciones mediadas por receptores acoplados positivamente a 
esta vía. 
 
3.- Estudiar el grado de coexistencia de los canales de calcio dependientes de 
voltaje de los tipos N y P/Q en un mismo terminal sináptico, su grado de acoplamiento a 
la exocitosis de glutamato y la evolución de su expresión con el desarrollo. 
 
4.- Investigar la posible colocalización de determinados tipos de canales de 
calcio dependientes de voltaje y de determinados subtipos de receptores metabotrópicos 
del grupo III en terminales cerebrocorticales de ratas jóvenes y adultas. 
 
5.- Estudiar los efectos de la activación simultánea de las proteínas quinasas A y 
C sobre la liberación de glutamato, e investigar la posible interacción funcional de 
ambas quinasas en terminales cerebrocorticales. 
 
























































Las preparaciones de terminales sinápticos (sinaptosomas) se obtuvieron a partir 
de ratas Wistar macho adultas (2-3 meses, 200-250 gramos de peso) o de 21 días, 




El enzima glutamato deshidrogenasa (E. C. 1.4.1.3.), el anticuerpo monoclonal 
anti-sinaptofisina y los compuestos NADP+, ácido L-glutámico, 4-aminopiridina, 
álbumina de suero bovino (BSA), ácidos etilenglicol-bis (β-amino etil éter)-N, N, N’, 
N’-tetracético (EGTA) y 2-{[2-hidroxi-1,1 bis(hidroximetil)etil]amino}etanosulfónico 
(TES), ditiotreitol (DTT), 4-β-forbol-12,13-dibutirato (PDBu), 4-α-forbol-12,13-
dibutirato (α-PDD), 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), isoproterenol, nifedipina, 
paraformaldehido, propranolol, tetraetilamonio, tetrodotoxina (TTx), trietanolamina y 
toxina pertúsica (PTx) fueron suministrados por Sigma Aldrich (St. Louis, E.E.U.U.). 
De la casa Merck (Darmstadt, Alemania) se obtuvieron el ácido 
etilendiaminotetracético (EDTA), dodecilsulfato sódico (SDS), TRIS, KCl, NaCl, 
CaCl2, NaH2PO4, NaHCO3, MgCl2, HClO4, H3PO4, metanol, etanol y D(+)glucosa. 
Los ácidos 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetil sulfónico (HEPES) y 1,4-
piperazindietil sulfónico (PIPES), adenosina desaminasa y estaurosporina fueron 
suministrados por Boehringer Corp. (Manheim, Alemania). 
La sacarosa se compró a BDH Limited Pool (Reino Unido). 
BioRad (Richmon, E.E.U.U.) suministró el β-mercapto-etanol. 
Bisindolylmaleimida I, calmidazolium, forskolina, 1,9-dideoxy-forskolina, 
ionomicina, N-[2-((p-bromocinamil)amino)etil]-5-isoquinolinesulfonamida (H-89) y 
ophiobolina A se compraron a Calbiochem Co. (San Diego, E.E.U.U.).  
Las sondas Fura-2AM y Fura-2 ácido fueron suministradas por Molecular 
Probes (Eugene, E.E.U.U). Biochrom suministró la polilisina. 
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De Amersham Biosciences (Reino Unido) se obtuvieron el ensayo comercial 
para la determinación de AMPc y el Percoll, y de Beckman Instruments (E.E.U.U.) el 
líquido de centelleo. 
Tocris Neuramin (Essex, Reino Unido) suministró el ácido L-2-amino-4-
fosfonobutírico (L-AP4), la (RS)-α-ciclopropil-4-fosfonofenilglicina (CPPG) y la (RS)-
α-metil-4-fosfonofenilglicina (MPPG). BioLog (Bremen, Alemania) suministró el Sp-8-
Br-cAMPS. 
Las toxinas ω-conotoxina.GVIA, ω-agatoxina-IVA y ω-conotoxina-MVIIC 
fueron suministradas por Peptide Institute INC. (Osaka, Japón). 
Los anticuerpos policlonales de conejo contra los transportadores vesiculares de 
glutamato VGLUT1 y VGLUT2 fueron obtenidos de Synaptic Systems (Göttingen, 
Germany). Chemicon International (Temecula, E.E.U.U.) suministró el anti-suero 
policlonal de conejo contra la glutamato descarboxilasa (GAD-65). Los anticuerpos 
policlonales de conejo contra mGluR7a y de cobaya contra mGluR4a y mGluR8a 
fueron donados por el Dr. Ryuichi Shigemoto (National Institute for Physiological 
Sciences, Myodaiji, Japón). Los anticuerpos secundarios de cabra anti-conejo o anti-
ratón acoplados a Cy2 o Cy3, y los anticuerpos de mono anti-cobaya acoplados a 





Para la preparación de disoluciones se utilizaron balanzas de precisión AND ER-
60 A y granatorios AND modelos FX 2000 y EW 300A. Las disoluciones se agitaron en 
agitadores de tipo magnético Agimatic-S de Selecta y agitadores orbitales Luckham 
802. El agua desionizada para la preparación de las soluciones se obtuvo mediante un 
sistema Milli-Q Water Purification System de Millipore. Las mediciones de pH se 
realizaron en pHmetros Metrohm 654 y Crison 2001, y para la filtración de los distintos 
medios empleados se utilizó una bomba de ultrafiltración de Millipore. Para la limpieza 
de material se utilizó agua obtenida de un aparato Milli-Ro Plus de Millipore. El hielo 
picado se obtuvo de una máquina Scotsman AF 10. 
Las disoluciones se pipetearon empleando pipetas automáticas Gilson. Para 
medidas de precisión de pequeños volúmenes se emplearon jeringas Hamilton. 
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Para la homogeneización del tejido cerebral se utilizó un homogeneizador 
Braun. 
Las medidas espectrofotómetricas, para la determinación de proteínas, se 
realizaron en un espectrofotómetro Pharmacia Ultrospec III. 
Para las incubaciones se utilizaron baños termostatizados modelo Unitronic 320 
OR con agitación orbital y Tectron 3473100. 
En la preparación de sinaptosomas se emplearon la centrífuga refrigerada 
Sorvall modelo RC-5B y la ultracentrífuga Beckman modelo L8-M. También se 
utilizaron centrífugas para tubos Eppendorff modelos Beckman 11, Sigma 201M y 
Sigma 113. 
Las determinaciones de la liberación de glutamato y de la concentración 
intracelular de Ca2+ se realizaron mediante fluorímetros Perkin-Elmer de los modelos 
LS-50 y LS-50B, controlados por ordenador. La cubeta de ensayo estaba acoplada a un 
baño termostatizado modelo Braun Frigomix U. 
Para las determinaciones radiométricas se emplearon contadores de centelleo 
líquido Beckman modelos LS 3801 y LS 6000IC. 
En los experimentos de imagen y de inmunocitoquímica, los sinaptosomas 
fueron visualizados mediante un microscopio invertido Nikon Diaphot modelo TE200, 
equipado con un objetivo Nikon 100x, una cámara CCD Hamamatsu modelo C4880, 
una lámpara de mercurio de alta presión modelo HB-10101AF y un monocromador  
























Obtención de sinaptosomas 
  
Los sinaptosomas se purificaron en un gradiente discontinuo de Percoll según la 
técnica descrita por Dunkley y colaboradores (1986) y Wang y colaboradores (1989). 
Las ratas se sacrificaron por dislocación cervical y decapitación. Una vez extraído el 
cerebro se lavó en sacarosa 0,32 M a pH 7,4 y 4oC, y se diseccionó la corteza cerebral, 
que se homogeneizó a 700 r.p.m., realizándose 7 pasos completos, en un 
homogeneizador modelo Potter con vástago de teflón. El homogenado resultante se 
centrifugó a 2.000 xg durante 2 minutos a 4oC, recogiéndose el sobrenadante (S1). Para 
aumentar el rendimiento, el sedimento se resuspendió de nuevo en sacarosa 0,32 M y se 
volvió a centrifugar a 2000 xg durante 2 minutos. Ambos sobrenadantes se 
centrifugaron a 9.500 xg durante 12 minutos a 4 oC. El sedimento resultante (P2) se 
resuspendió en 8 ml de sacarosa 0,32 M. Esta suspensión se colocó sobre un gradiente 
discontinuo de Percoll, preparado en un medio compuesto por sacarosa 0,32 M, EDTA 
1 mM y DTT 0,25 mM, y formado por bandas de 3 ml de Percoll al 3 %, 10 % y 23 %, 
a pH 7,4. Los gradientes se centrifugaron a 25.000 xg durante 10 minutos a 4oC, 
recogiéndose los sinaptosomas en la interfase formada por las bandas de Percoll al 10 % 
y al 23 %. La mielina quedó en la banda de Percoll al 3 %, mientras que las 
mitocondrias sedimentaron en el fondo del tubo. Los sinaptosomas se diluyeron hasta 
un volumen final de 30 ml con medio HBM (NaCl 140 mM, KCl 5 mM, NaHCO3 5 
mM, NaH2PO4 1,2 mM, MgCl2 1 mM, glucosa 10 mM y HEPES 10 mM; pH 7,4), y 
fueron centrifugados a 22.000 xg durante 10 minutos a 4oC. El sedimento (P3) resultante 
se resuspendió en 8 ml de medio HBM, determinándose a continuación el contenido de 
proteínas por el método de Biuret. Las alícutas con 1 mg de sinaptosomas se diluyeron 
con medio HBM hasta 10 ml y se centrifugaron a 3.000 xg durante 10 minutos. El 
sobrenadante se decantó y los sinaptosomas, sedimentados en el fondo del tubo, se 
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 Corteza cerebral + sacarosa 0,32 M 
 
 













Percoll al 23 % 
Percoll al 10 % 
Sinaptosomas (sin purificar) 
Percoll al 3 % 
S2 P2  
Se resuspende en sacarosa 0,32 M (8 ml) 
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Figura III. 1. Esquema del 
sinaptosomas por gradientes de P
 
 Mielina Sinaptosomas
 Mitocondriasnaptosomas y 




 SINAPTOSOMAS PURIFICADOS(Se resuspenden en HBM hasta 8 ml 
y se determinan proteínas) 
procedimiento seguido en la preparación de 
ercoll. S: Sobrenadante; P: Sedimento. 
Materiales y Métodos                                                                    32 
 
Determinación de proteínas 
  
La determinación del contenido de proteínas se realizó según el método de 
Biuret, descrito por Gornall y cols. (1947) basado en la formación de un complejo, de 
color azul, entre los enlaces peptídicos y el ión Cu2+. 
 La composición del reactivo de Biuret es la siguiente: 
  Sulfato de cobre  1.6 % (p/v) 
  Tartrato de sodio y potasio 6,0 % (p/v) 
  Hidróxido de sodio  3,0 % (p/v) 
 Como proteína patrón se utilizó albúmina de suero bovino (BSA) a una 
concentración de 10 mg/ml, según se indica a continuación: 
  
   Tubo 1  Tubo2   Tubo 3 
              (blanco)            (patrón)       (sinaptosomas) 
 
Tritón X-100 10%        200     200     200 
H2O      600     520     520 
Biuret    1200   1200   1200 
BSA         -       80         - 
Sinaptosomas        -         -       80 
 
Tabla III. 1. Todos los volúmenes están expresados en µl. 
 
Los tubos se agitaron vigorosamente, determinándose a continuación su 
absorbancia a 550 nm mediante un espectrofotómetro. 
La concentración de proteínas, expresada en mg/ml, se determinó por 
comparación de las absorbancias de la muestra con la de la solución patrón que contenía 
una cantidad de proteína conocida. 
   
Métodos para inducir la despolarización del terminal sináptico “in vitro” 
 
La principal diferencia entre un terminal sináptico in situ y un sinaptosoma es 
que éste último no puede recibir potenciales de acción a través de su axón, ya que 
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carece de él. Además, el pequeño tamaño de la mayoría de los botones sinápticos 
impide la aplicación de electrodos, por lo que es necesario recurrir a procedimientos 
bioquímicos para inducir su despolarización.  
Existen diferentes métodos para inducir la despolarización de los sinaptosomas. 
En este trabajo hemos empleado fundamentalmente dos: altas concentraciones de K+ y 
el inhibidor de canales de K+ 4-aminopiridina (4-AP). 
 
-Despolarización inducida por KCl 
 
En sinaptosomas polarizados la conductancia dominante es la de K+ 
(Schmalzing, 1985) y la membrana se despolariza cuando se incrementa la 
concentración extracelular de este ión (Scott y Nicholls, 1980), con la consiguiente 
apertura de canales de Ca2+ dependientes de voltaje y la inducción de la liberación de 
neurotransmisores (Tibbs y cols., 1989b). 
La despolarización mediante KCl es una técnica ampliamente utilizada en 
estudios de liberación, aunque presenta algunas limitaciones. La más importante es que 
la despolarización sostenida inducida por altas concentraciones de K+ (30 mM) impide 
observar acciones moduladoras que tienen su diana en canales presinápticos que se 
inactivan rápidamente, como los canales de Na+ y K+ dependientes de voltaje, de tal 
manera que, aunque estos canales se activan inicialmente, se inactivan a continuación, 
permaneciendo en este estado durante todo el periodo de estimulación con K+, no 
contribuyendo por ello de manera significativa al proceso de liberación. La 
despolarización con KCl sí permite por el contrario estudiar de manera eficaz aquellas 
modulaciones de la liberación que tienen su diana en canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje. 
La utilidad del KCl como inductor de la despolarización en sinaptosomas de 
corteza cerebral ha sido corroborada por numerosos estudios de liberación de glutamato, 
en los que se han determinado las acciones moduladoras de distintos receptores 
presinápticos sobre canales de Ca2+ dependientes de voltaje. Sirvan como ejemplo los 
estudios de inhibición de la liberación de glutamato por receptores de adenosina (Barrie 
y Nicholls, 1993), o por receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III (Herrero 
y cols., 1996a). En cambio, aquellos mecanismos de modulación presináptica que 
afectan a canales de Na+ y K+ dependientes de voltaje, y por tanto a los potenciales de 
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acción o a la excitabilidad presináptica no pueden ser estudiados bajo el régimen de 
despolarización inducido por K+. Es el caso de la acción inhibidora de ácido 
araquidónico (Herrero y cols., 1991) o de la acción facilitadora de la liberación mediada 
por receptores glutamatérgicos del grupo I (Herrero y cols., 1992, 1998; Rodríguez-
Moreno y cols., 1998; Sistiaga y Sánchez-Prieto, 2000a,b). 
Otro inconveniente de la despolarización con K+ es que la despolarización 
prolongada que induce produce una reversión de los transportadores de glutamato 
dependientes de Na+ de la membrana plasmática, dada su naturaleza electrogénica, con 
el consiguiente flujo de aminoácidos citosólicos al medio extracelular, liberación que 
debe ser cuidadosamente distinguida de la exocitosis. 
 
-Despolarización inducida por 4-aminopiridina 
 
4-aminopiridina (4-AP) bloquea algunos de los canales de K+ que controlan la 
excitabilidad del terminal nervioso y las posibles fluctuaciones del potencial de 
membrana (Thesleff, 1980). Estos canales podrían actúar como estabilizadores del 
potencial de reposo, ya que su apertura en respuesta a despolarizaciones submáximas 
permite una rápida repolarización de la membrana, amortiguando así las pequeñas 
despolarizaciones producidas por la apertura aleatoria de canales de Na+. El bloqueo de 
estos canales con dendrotoxina (nM) o con 4-AP (mM) induce por tanto un potencial de 
membrana inestable, que posibilita la génesis espontánea de potenciales de acción, con 
la consiguiente apertura de canales de Ca2+ dependientes de voltaje y la exocitosis de 
neurotransmisores (Tibbs y cols., 1989a, b, 1996).  
4-AP produce una despolarización más fisiológica que KCl, ya que en ella 
participan canales de Na+ y K+ dependientes de voltaje, además de los canales de Ca2+. 
Por tanto, 4-AP es un estímulo adecuado para el estudio de aquellas modulaciones que 
implican un cambio en la excitabilidad presináptica o en las propiedades de los 
potenciales de acción. Además, el carácter transitorio de las despolarizaciones inducidas 
por 4-AP se traduce en una menor liberación de neurotransmisor citosólico por 
reversión del transportador de membrana. (Tibbs y col., 1989b). 
El diferente mecanismo de despolarización de KCl y 4-AP permite hacer un 
primer análisis del mecanismo modulador implicado en el efecto objeto del estudio, ya 
que aquellas modulaciones que sean observadas únicamente con 4-AP podrán ser 
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debidas a una acción sobre canales de Na+ o de K+, mientras que las observadas en 
presencia de ambos agentes despolarizantes implican una modulación de canales de 
Ca2+ dependientes de voltaje o un efecto sobre la maquinaria exocitótica. 
 
Determinación de la liberación de glutamato 
 
El glutamato liberado por estimulación de los sinaptosomas se determinó según 
la técnica descrita por Nicholls y cols., (1987), midiendo el incremento en la 
fluorescencia producido al generarse NADPH en la reacción catalizada por el enzima 
glutamato deshidrogenasa (GDH) en presencia de NADP+:  
           
             GDH 
   Glutamato + NADP+                                  α-cetoglutarato + NH3 + NADPH 
 
 
Las variaciones de fluorescencia se registraron a unas longitudes de onda de 
emisión y de excitación de 340 nm y 460 nm, respectivamente, y las rendijas de 
excitación y de emisión se fijaron en 15 nm y 20 nm, respectivamente. 
Los sinaptosomas se resuspendieron (0,67 mg/ml) en un medio HBM (NaCl 140 
mM, KCl 5 mM, NaHCO3 5 mM, NaH2PO4 1,2 mM, MgCl2 1 mM, glucosa 10 mM y 
HEPES 10 mM; pH 7,4), siempre en presencia de BSA 16 µM libre de ácidos grasos, y 
se incubaron a 37oC durante 1 hora en un baño con agitación continua. Transcurrido 
este tiempo, 1 ml de la suspensión fue transferido a una cubeta de fluorímetro Perkin-
Elmer LS-50, que contenía NADP+ 1mM y CaCl2 1,33 mM o una mezcla de 
Ca2+/EGTA (CaCl2 38 µM y EGTA 50 µM). En este último caso la concentración de 
calcio libre resultante es de 200 nM. 
El ensayo se inició con la adición de 50 unidades de glutamato deshidrogenasa, 
observándose un incremento en la fluorescencia debido a la presencia de glutamato 
extrasinaptosomal. La liberación de glutamato inducida por la despolarización se 
determinó mediante la adición de KCl o 4-AP, registrándose la señal fluorescente cada 
segundo a lo largo de 5 o 10 minutos, según el experimento. 
Los datos de fluorescencia se transformaron en nmoles de glutamato/mg de 
proteína por comparación con el incremento de fluorescencia producido por la adición 
de un patrón interno de 2 nmoles de glutamato.  
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Como se ha mencionado anteriormente, la despolarización de los sinaptosomas 
provoca también la salida de glutamato citosólico no vesicular, debido a la reversión de 
los transportadores de la membrana plasmática, por un mecanismo que es independiente 
de Ca2+. La liberación de glutamato dependiente de Ca2+ (liberación vesicular) se 
calculó, por tanto, como la diferencia entre la liberación obtenida en presencia de 1,33 
mM de Ca2+ extracelular y la liberación registrada en presencia de una concentración de 
Ca2+ de 200 nM, insuficiente para inducir exocitosis. 
 
Determinación fluorimétrica de la concentración intracelular de calcio libre 
en la población de sinaptosomas 
 
La concentración citosólica de calcio en la población de sinaptosomas se 
determinó mediante la sonda fluorescente Fura 2, polianión hidrofílico que une Ca2+ de 
forma específica. En los ensayos se utilizó el éster acetoximetil, Fura 2-AM, que es 
suficientemente lipofílico para atravesar la membrana plasmática y alcanzar el interior 
celular, donde las esterasas citosólicas rompen el enlace éster. El Fura 2 liberado queda 
confinado en el citosol donde se une al Ca2+ libre para formar el complejo Ca2+-Fura, 
que da lugar a una emisión fluorescente cuyo máximo se registra a una longitud de onda 
de 510 nm, produciéndose además un desplazamiento en el máximo de su espectro de 
excitación ultravioleta de 380 nm a 340 nm. 
Como nuestro equipo de fluorimetría tardaba unos 7 segundos en cambiar la 
excitación de 340 a 380 nm y por tanto limitaba el número de datos que se podían 
obtener, los ensayos se realizaron a una única longitud de onda de excitación (340 nm), 
para poder así registrar los datos con intervalos de 0,5 segundos, realizando, eso sí, la 
correspondiente calibración al final de cada ensayo. 
Los sinaptosomas se resuspendieron (2 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 
mg/ml) y se preincubaron en un baño termostatizado a 37oC en agitación continua. A 
los 5 minutos se añadieron CaCl2 1,33 mM y Fura 2-AM 5 µM, continuando la 
incubación durante 25 minutos más. Transcurrido este tiempo, la suspensión de 
sinaptosomas se lavó mediante centrifugación a 12.000 xg durante 1 minuto, y el 
precipitado se resuspendió en medio HBM (0,67 mg/ml). Para el ensayo se transfirió 1 
ml de esta suspensión a una cubeta de fluorímetro, y se registró la señal fluorescente, 
fijando las longitudes de onda de excitación y de emisión en 340 nm y 510 nm, 
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respectivamente. El experimento se inició con la adición de CaCl2 1,33 mM y, una vez 
estabilizada la señal, se añadieron los diferentes compuestos según el ensayo a realizar, 
procediendo finalmente a la despolarización de los sinaptosomas con KCl o 4-AP. 
La posible contaminación con Fura extrasinaptosomal se estimó por la caída de 
fluorescencia observada tras la quelación del Ca2+ extrasinaptosomal con una mezcla de 
EGTA 7,5 mM y Tris 45 mM, pH 8. En los casos en que la disminución de la señal fue 
significativa, ésta se restó a todo el registro. 
La señal de fluorescencia mínima (Fmin) se obtuvo al romper los sinaptosomas 
mediante la adición del detergente SDS al 0,2 % en ausencia de Ca2+, mientras que la 
señal de fluorescencia máxima (Fmax) se obtuvo añadiendo un exceso de CaCl2. 
Los datos se registraron cada 0,5 segundos, y la concentración citosólica de Ca2+ 
se calculó aplicando la siguiente fórmula: 
   
            Ft-Fmin 
  [Ca2+]= Kd  





en la que Ft es la fluorescencia registrada para cada tiempo y Fmin y Fmax son la 
fluorescencia mínima y máxima, respectivamente. El valor de la constante de 
disociación, Kd, para el complejo Ca2+-Fura es de 224 nM (Grynkiewicz y cols., 1985). 
 
Determinación de los niveles intrasinaptosomales de AMPc 
 
Los sinaptosomas se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA 
(1mg/ml) libre de ácidos grasos y se incubaron en un baño termostatizado a 37oC en 
agitación permanente. A los 5 minutos se añadió CaCl2 (1,33 mM), adenosina 
desaminasa (1 U/mg de proteína) y el inhibidor de fosfodiesterasas 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX) (1mM). La incubación se mantuvo durante 25 minutos más, a lo 
largo de los cuales se fueron realizando las aplicaciones de los distintos agentes, 
dependiendo del experimento a realizar. Una vez transcurridos los 30 minutos se 
procedió a la recogida de 0,5 ml de cada muestra, a los que se añadió una solución que 
contenía HClO4 (1 M) y EDTA (50 mM), para precipitar las proteínas. Las alícuotas se 
mantuvieron en hielo durante 20 minutos, tras los cuales se centrifugaron a 12.000 xg 
durante 1 minuto. Se recogieron los sobrenadantes y se neutralizaron con una mezcla de 
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KOH 3 M y TEA 1,5 M durante 2 minutos a 4oC, agitando vigorosamente. 
Seguidamente se centrifugó a 12.000 xg durante 1 minuto y se recogieron de nuevo los 
sobrenadantes, que se almacenaron a 4oC. 
 Para determinarar los niveles intrasinaptosomales de AMPc se utilizó el ensayo 
comercial de Amersham (TRK 432), que se basa en la competición entre AMPc frío y 
una cantidad fija de AMPc tritiado por la unión a una proteína con alta afinidad y 
especificidad por AMPc. La cantidad de complejo [3H]AMPc-proteína que se forma 
estará, por tanto, inversamente relacionada con la cantidad de AMPc presente en la 
muestra. Así, la medida del AMPc radiactivo unido a la proteína permite estimar la 
cantidad de AMPc no marcado en la muestra: 
                 
LIBRE                   UNIDO 
  [3H]AMPc                                                                  [3H]AMPc-Proteína de unión      
            Proteína de unión                       + 
      AMPc                                                                AMPc-Proteína de unión 
 
 
La tabla III. 2. muestra la composición de los diferentes tubos empleados en el 
ensayo. Los volúmenes se tomaron directamente de las soluciones comerciales, tras 
realizar las correspondientes reconstituciones. 50 µl de la solución de [3H]AMPc 
equivalen a 0,9 pmoles. Para obtener una estimación de la concentración de AMPc en 
pmoles/mg de proteína, en algunos tubos se añadieron cantidades conocidas de AMPc 
para la realización de una recta patrón.  
Una vez añadida la proteína de unión las muestras se mantuvieron durante 2 
horas a 4oC. La reacción se detuvo mediante la adición de 200 µl de carbón vegetal 
seguida de una centrifugación a 12.000 xg durante 1 minuto. Del sobrenadante 
resultante se tomaron 200 µl, a los que se añadió 2,2 ml de líquido de centelleo, tras lo 
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Tabla III. 2. 
 
Tubo     Tampón           AMPc           Problema         [3H]AMPc          Proteína                            
 (x2)                  (patrón)                                                          de unión 
 
1       150 µl             -                     -           50 µl                     -           
2         50 µl             0 pmol                -            50 µl              100 µl           
3            -      1 pmol              -            50 µl              100 µl  
4            -      2 pmol           -            50 µl             100 µl  
5                     -      4 pmol           -            50 µl              100 µl           
6                     -       8 pmol                  -            50 µl              100 µl           
7            -               16 pmol                 -            50 µl              100 µl         




Imagen de calcio 
 
Los sinaptosomas se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 
mg/ml) libre de ácidos grasos y se preincubaron a 37oC con Fura 2-AM (5 µM) y CaCl2 
(1,33 mM) durante 45 minutos. Transcurrido este tiempo, una gota de la suspensión se 
colocó sobre un cubreobjetos tratado con polilisina, manteniéndose durante 1 hora, tras 
la cual se retiró por decantación el material no fijado. A continuación, los sinaptosomas  
fueron transferidos a una cámara de perfusión para su visualización en un microscopio 
invertido Nikon, con perfusión contínua (1-1,5 ml/min) de un medio HBM con CaCl2 
(1,33 mM) a 37oC. Los sinaptosomas individuales cargados con Fura-2 fueron 
visualizados a 380 nm como partículas brillantes de forma circular de 0,5-1 micras de 
diámetro. Durante los ensayos los campos fueron iluminados alternativamente a 340 y 
380 nm, con un intervalo de 0.8 segundos, y la fluorescencia emitida fue recogida a 
través de un filtro centrado a 510 nm. Las imágenes fueron recogidas por una cámara 
CCD (Hamamatsu C4880), y almacenadas en un sistema de procesamiento de imágenes 
(Kinetic Imaging Ltd., Reino Unido).  
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El análisis de las imágenes se realizó mediante el programa Lucida Analyse 4.0. 
En primer lugar, se restó la señal del fondo a las imágenes obtenidas a cada una de las 
longitudes de onda. A continuación se contruyó una imagen binaria (máscara) a partir 
de la imagen de 380 nm, con el objetivo de delimitar el contorno de los sinaptosomas y 
eliminar la señal fluorescente exterior a los mismos. La imagen de ratio (340/380 nm) se 
obtuvo multiplicando la serie de imágenes de 340 nm por la máscara binaria y 
dividiendo entre la serie de imágenes de 380 nm. Las concentraciones citosólicas de 
Ca2+, [Ca2+]cit, se calcularon a partir de las ratios correspondientes, según la ecuación 
desarrollada por Grynkiewicz y cols., 1985: 
 
 
      R-Rmin 
  [Ca2+]=                   x  Kd  x  β 





donde R es la ratio obtenida para cada tiempo, Rmin la ratio obtenida con la sonda 
fluorescente en ausencia de Ca2+, Rmax la ratio obtenida a concentraciones saturantes 
de Ca2+, β la relación entre la fluorescencia obtenida en ausencia de Ca2+ a 380 nm y la 
obtenida a concentraciones saturantes de Ca2+ a esa longitud de onda, y Kd el valor de 
la constante de disociación para el complejo Ca2+-Fura (224 nM).  
Rmin, Rmax y β fueron calculadas a partir de una calibración in vitro realizada 
con Fura-2 ácido (10 µM) disuelto en una solución que simula el medio intracelular 
(100 mM KCl, 10 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 10 mM MOPS, sacarosa 0.2 M y BSA 1 
mg/ml, pH 7,0), a la que se añadió 2 mM CaCl2 (condiciones de saturación) o 2 mM 




Los sinaptosomas se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 
mg/ml) libre de ácidos grasos, a 37oC, y se mantuvieron durante 1 hora sobre un 
cubreobjetos tratado con polilisina. A continuación fueron fijados durante 5 minutos 
con paraformaldehido 4 % diluido en tampón fosfato (0.1 M, pH 7.4) y, tras dos lavados 
de 5 minutos con tampón fosfato y un lavado de 10 minutos con una solución de 50 mM 
Tris (pH 7.4) y NaCl 0.9 % (TBS), preincubados durante otra hora con una solución 
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bloqueante de suero normal de cabra al 10 % (NGS) diluida en TBS y Triton X-100 al 
0.2 %. Tras este periodo fueron incubados durante 24 horas a 4oC con el anticuerpo 
primario correspondiente: mGluR7a (1 µg/ml), mGluR4a (1 µg/ml), mGluR8a 
(1 µg/ml), VGLUT1 (1:1000), VGLUT2 (1:1000), GAD-65 (1:1000), o sinaptofisina 
(1:1000), diluidos en TBS, con NGS al 1 % y Triton X-100 al 0.2 %. Tras tres lavados 
de 10 minutos con TBS, los sinaptosomas fueron incubados durante otras 2 horas con 
los anticuerpos secundarios de cabra anti-conejo o anti-ratón acoplados a Cy2 o Cy3, o 
de mono anti-cobaya acoplados a fluoresceína, según el caso, diluidos en TBS 1:200. 
Después de tres lavados de 10 minutos con TBS los sinaptosomas fueron transferidos a 
un microscopio Nikon y visualizados mediante la luz proveniente de una lámpara de 
mercurio, empleando un filtro para rodamina en el caso de Cy3 y un filtro para 
fluoresceína en el caso de Cy2 y fluoresceína. El tratamiento de las imágenes se realizó 
mediante los programas Lucida Analyse y Paint Shop Pro, asignando el color rojo al 
marcaje secundario a Cy3 y el color verde a los marcajes secundarios a Cy2 y 
fluoresceína.  
 
Determinación del potencial de membrana sinaptosomal 
 
 La determinación del potencial de membrana sinaptosomal se realizó utilizando 
la sonda fluorescente ioduro de 3,3´-dipropiltiodicarbocianina, DiSC3(5), según la 
técnica descrita por Sims y cols., (1974). El DiSC3(5) es un catión lipofílico que penetra 
en el interior de los orgánulos cargados negativamente, formando dímeros cuando 
alcanza concentraciones elevadas, lo que provoca una disminución de la señal 
fluorescente. La despolarización de los sinaptosomas induce la salida de la sonda al 
medio extracelular, observándose un incremento de la señal fluorescente recogida a una 
longitud de onda de 675 nm tras haber excitado a 651 nm. Dado que se ha descrito que 
la acumulación excesiva de este indicador en el interior de las mitocondrias 
sinaptosomales podría inhibir tanto al enzima NADH-deshidrogenasa como el 
transporte de ADP, con el consiguiente efecto sobre la fosforilación oxidativa y los 
niveles de ATP, los experimentos se realizaron empleando una baja concentración de la 
sonda (5 µM), y la duración de las incubaciones nunca fue superior a los 5 minutos. 
 En los ensayos, los sinaptosomas se resuspendieron (0,67 mg/ml) en un medio 
HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos, a 37oC, y se mantuvieron durante 1 
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hora en un baño con agitación. Una alícuota de 1 ml se transfirió a una cubeta de 
fluorímetro que contenía 5 µM de DiSC3(5) y 1,33 mM de CaCl2, ajustando las 
longitudes de onda de excitación y de emisión a 651 nm y 675 nm, respectivamente, y 
fijando las ventanas a 12 nm y 17 nm. Una vez estabilizada la señal se procedió a la 
adición de los distintos compuestos en estudio, y se recogieron los datos con intervalos 
de 1 segundo. La despolarización se indujo con KCl, registrándose un aumento de la 
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MODULACIÓN DE LA LIBERACIÓN DE GLUTAMATO POR  
RECEPTORES METABOTRÓPICOS DEL GRUPO III EN CORTEZA 
CEREBRAL DE RATAS ADULTAS 
 
Los receptores metabotrópicos de glutamato (mGluRs) del grupo III (mGluR4, 
6, 7 y 8) se expresan a nivel presináptico (Bradley y cols., 1996; Shigemoto y cols., 
1996, 1997; Kinoshita y cols., 1998) en diferentes regiones del Sistema Nervioso 
Central, donde inhiben de forma retroalimentativa la liberación de glutamato (Gerau y 
Conn, 1995; Herrero y cols., 1996a). Todos ellos son activados por el agonista selectivo 
L(+)-2-amino-4-fosfonobutirato (L-AP4) (Conn y Pin, 1997; Schoepp y cols., 1999), 
aunque con distinta afinidad, siendo la EC50 del orden de 150-500 µM en el caso de 
mGluR7, y del orden de 0,4-1,2 µM en el caso de mGluR4, 6 y 8 (Conn y Pin, 1997; 
Schoepp y cols., 1999; Cartmell y Schoepp, 2000). La inhibición de la liberación de 
glutamato producida por estos receptores se ha relacionado con la reducción en la 
actividad de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Sahara y Westbrook, 1993; 
Tyler y Lovinger 1995; Glaum y Miller, 1995; Takahashi y cols., 1996; Vázquez y 
Sánchez-Prieto 1997; Stefani y cols., 1998a; Perroy y cols., 2000). Sin embargo, se ha 
demostrado que estos receptores disminuyen también los niveles intracelulares de 
AMPc, tanto en sistemas de expresión heteróloga (Tanabe y cols., 1993; Nakajima y 
cols., 1993; Okamoto y cols., 1994; Saugstad y cols., 1994; Duvoisan y cols., 1995; Wu 
y cols., 1998a) como en preparaciones neuronales (Schoepp y Jonhson, 1993; Herrero y 
cols., 1996a; Schaffhauser y cols., 1997), sin que se conozcan las repercusiones de esta 
vía de señalización sobre la modulación de la liberación del neurotransmisor. 
Algunos datos sugieren que la expresión en corteza cerebral de los diferentes 
subtipos de receptores glutamatérgicos del grupo III podría variar con el desarrollo. En 
este sentido, se ha observado que bajas concentraciones de L-AP4 (2-3 µM) inhiben de 
manera acusada la liberación de glutamato en ratas jóvenes (21 días) (Herrero y cols., 
1996a), pero no en ratas adultas (Vázquez y cols., 1995), sugiriendo una caída en la 
expresión de los receptores de alta afinidad por L-AP4 con el desarrollo. Es posible, sin 
embargo, que los terminales sinápticos de ratas adultas sí expresen receptores de baja 
afinidad por el agonista (Shigemoto y cols., 1997; Corti y cols., 2002), y que éstos 
actúen como autorreceptores presinápticos inhibiendo la liberación de glutamato a estas 
edades. 
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Nuestro primer objetivo ha sido indagar la presencia de estos receptores de baja 
afinidad por L-AP4 en corteza cerebral de ratas adultas, realizar su caracterización 
farmacológica y su identificación inmunohistoquímica, y determinar cuales son los 
mecanismos moleculares implicados en sus efectos moduladores. Asimismo, se ha 
estudiado la repercusión funcional que la disminución de los niveles intracelulares de 
AMPc mediada por estos receptores tiene sobre la liberación de glutamato.    
 
L-AP4 reduce, a altas concentraciones, la liberación de glutamato en 
terminales sinápticos de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) 
 
Con el fin de poner de manifiesto la posible existencia de una vía inhibidora 
mediada por mGluRs de baja afinidad por L-AP4 en ratas adultas, estudiamos la 
liberación de glutamato inducida por los agentes despolarizantes KCl (30 mM) y 4-
aminopiridina (4-AP) (1 mM) en sinaptosomas de corteza cerebral, y analizamos el 
efecto de L-AP4 a altas concentraciones (1 mM) sobre dicha liberación. La liberación 
de glutamato dependiente de calcio después de 5 minutos de despolarización con KCl 
(Figura IV.1., A) y 4-AP (Figura IV.1., B) fue de 3,73 ± 0,14 y 3,89 ± 0,31 
nanomoles/mg de proteína, respectivamente. La adición previa de L-AP4  redujo esta 
liberación a 2,78 ± 0,12 y 2,91± 0,17 respectivamente (Figura IV.1., A y B). El efecto 
inhibidor de L-AP4 fue dependiente de la concentración del agonista, obteniéndose una 
EC50 de 309,4 µM (Figura IV.1., C), situada en el rango de magnitud esperable para un 
receptor de baja afinidad por L-AP4 (Conn y Pin, 1997; Cartmell y Schoepp, 2000). La 
inhibición de la liberación fue revertida por el antagonista de receptores glutamatérgicos 
del grupo III CPPG (100 µM) (Figura IV.1., D), y significativamente reducida por 
toxina pertúsica (PTx) (1,5 µg/ml), lo que sugiere que el efecto mediado por estos 
receptores es dependiente de la activación de proteínas G del tipo Gi/Go. 
Los antagonistas de calmodulina calmidazolium (1 µM) y ophiobolina A (50 
µM) también redujeron de forma significativa el efecto de L-AP4 (Figura IV.1., D). 
Estos resultados están de acuerdo con el hallazgo reciente de la existencia de un sitio de 
unión para calmodulina en el extremo C-terminal del receptor, y con la necesidad de la 
unión de calmodulina al receptor para que se produzca la acción inhibidora de L-AP4 
sobre la transmisión sináptica (O´Connor y cols., 1999; El Far y cols., 2001; Dev y 
cols., 2001; Sorensen y cols., 2002). Se ha especulado que la inhibición de la unión de 
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calmodulina podría favorecer el anclaje de las subunidades βγ al receptor, lo que 
reduciría las acciones de éstas sobre su diana.   
El inhibidor de amplio espectro de proteína quinasas staurosporina (100 nM), y 
los inhibidores más específicos de proteína quinasa C y proteína quinasa A 
bisindolylmaleimida (1 µM)  y H-89 (10 µM), respectivamente, no modificaron de 
manera significativa el efecto inhibidor de L-AP4 (Figura IV.1., D), lo que sugiere que 




































Figura IV. 1. Caracterización farmacológica de la inhibición de la liberación de glutamato por L-
AP4. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) se resuspendieron (0.67 mg/ml) 
en un medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos y se preincubaron a 37oC durante 1 hora. 1 
ml de esta suspensión se utilizó para determinar la liberación de glutamato, tal y como se describe en 
Materiales y Métodos. La liberación de glutamato dependiente de Ca2+ se calculó como la diferencia entre 
la secrección obtenida en los 5 minutos siguientes a la despolarización en presencia de CaCl2 1,33 mM y 
la obtenida en un medio en el que se mantuvo una concentración de Ca2+ libre de 200 nM. L-AP4 (1 mM) 
se añadió 30 segundos antes de la despolarización con KCl (30 mM) (A) o 4-aminopiridina (4-AP) (1 
mM) (B). La curva concentración-respuesta de L-AP4 (C) se determinó mediante la adición de diferentes 
concentraciones del agonista 30 segundos antes de la aplicación de KCl. El antagonista de mGluR III 
CPPG (100 µM) (D) fue añadido 1 minuto antes de la despolarización. En los experimentos con PTx (1,5 
µg/ml) los sinaptosomas fueron preincubados con la toxina durante las 2 horas previas a la realización del 
ensayo de liberación. Los antagonistas de calmodulina calmidazolium (Cmdz.) (1 µM) y ophiobolina A 
(Ophiob.) (50 µM) y los inhibidores de proteína quinasas staurosporina (Stau.) (100 nM), 
bisindolylmaleimida I (Bisindol.) (1 µM) y H-89 (10 µM) fueron añadidos 30 minutos antes de la 
realización de los ensayos correspondientes. Los resultados son la media ± SD de 3 a 9 experimentos 
independientes.    
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La inhibición de la liberación de glutamato producida por L-AP4 no se 
debe a una disminución de los niveles intracelulares de AMPc 
 
Los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III reducen los niveles 
intracelulares de AMPc a través de una disminución de la actividad de adenilato ciclasa 
(Okamoto y cols., 1994; Saugstad y cols., 1994; Duvoisin y cols., 1995; Herrero y cols., 
1996a). Este efecto ha sido ampliamente descrito tanto en sistemas de expresión 
heteróloga como en preparaciones neuronales, pero se desconoce cual es su repercusión 
sobre la liberación de glutamato. Con el objeto de determinar si la inhibición observada 
en los estudios de liberación era consecuencia de una disminución en la concentración 
de AMPc, estudiamos los efectos de L-AP4 sobre los niveles intracelulares del 
nucleótido. La concentración de AMPc no se modificó de manera significativa por la 
adición de L-AP4 (1 mM) ni en ausencia ni en presencia de KCl (30 mM) (Figura IV. 
2.), añadido para reproducir las condiciones del ensayo de liberación. Por tanto, 
podemos concluir que la vía de inhibición de la adenilato ciclasa no es la responsable 





















Figura IV. 2. L-AP4 no modifica los niveles intracelulares de AMPc. Los sinaptosomas de corteza 
cerebral de ratas adultas (2-3 meses) se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 mg/ml) 
libre de ácidos grasos y se incubaron durante 30 minutos a 37ºC. A los 5 minutos de la resuspensión se 
añadieron CaCl2 (1,33 mM), 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (1 mM) y adenosina desaminasa (1 U/mg 
de proteína), añadida para prevenir cualquier acción tónica mediada por receptores de adenosina. L-AP4 
(1 mM) sólo, o en combinación con KCl (30 mM) fue añadido 2 minutos antes de la recogida de las 
muestras. La determinación de AMPc se realizó mediante la técnica de inmunoensayo, tal y como se 
describe en Materiales y Métodos. Los resultados son la media ± SD de 4 experimentos diferentes. 
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La inhibición de la liberación producida por L-AP4 se debe a una reducción 
de la actividad de los canales de calcio dependientes de voltaje del tipo N 
 
Una vez descartado que una disminución en la concentración de AMPc sea la 
causa de la inhibición de la liberación producida por L-AP4, nos planteamos la 
posibilidad de que las acciones del agonista estuvieran relacionadas bien con una 
modulación de los canales de potasio que controlan la duración del potencial de acción, 
bien con una disminución de la entrada de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ 
acoplados a la exocitosis. Dado que L-AP4 reduce tanto la liberación inducida por 4-AP 
como la inducida por KCl parece poco probable que la inhibición de la liberación sea 
debida a una modulación de los potenciales de acción, y más bien sugiere la inhibición 
de canales de Ca2+ como mecanismo responsable. Con el fin de confirmar esta hipótesis, 
estudiamos los efectos de la activación del receptor sobre el incremento en la 
concentración citosólica de Ca2+ inducido por la despolarización en la población de 
terminales. 
La despolarización provocada por KCl (30 mM) produjo una elevación de la 
concentración citosólica de Ca2+ que fue reducida, de manera parcial pero significativa, 
por el agonista glutamatérgico (Figura IV. 3., A). Esta inhibición fue revertida por el 
antagonista de los mGluRs de los grupos II y III MPPG (1 mM) y por el antagonista 
selectivo del grupo III CPPG (100 µM). Finalmente, la activación de proteína quinasa C 
(PKC) mediante el éster de forbol PDBu también revirtió el efecto de L-AP4. 
En corteza cerebral la exocitosis de glutamato está acoplada principalmente a 
dos tipos de canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Luebke y cols., 1993; Mintz y 
cols., 1995; Turner y Dunlap, 1995; Vázquez y Sánchez-Prieto, 1997): los canales del 
tipo N, que son bloqueados selectivamente por ω-conotoxina-GVIA (Olivera y cols., 
1985) y los canales del tipo P/Q, que son bloqueados selectivamente por ω-agatoxina-
IVA (Minzt y cols., 1995). Para establecer cual de los dos tipos de canales es la diana a 
través de la cual se produce el efecto inhibidor de L-AP4, procedimos a la realización de 
experimentos de liberación en presencia de las dos toxinas y del agonista glutamatérgico 
(Figura IV. 3., B y C). La liberación control inducida por KCl (30 mM) fue reducida en 
un 70,8 ± 8,1 % por ω-agatoxina-IVA (ω-Aga-IVA) (200 nM) y en un 25,0 ± 3,2 % por 
ω-conotoxina-GVIA (ω-CgT-GVIA) (2 µM) (Figura IV. 3., C). Ahora bien, dado que la 
 





Figura IV. 3. L-AP4 reduce el incremento en la concentración citosólica de Ca2+ inducido por la 
despolarización y el componente de liberación asociado a los canales de Ca2+ del tipo N. Para la 
determinación de la concentración citosólica de Ca2+, [Ca2+]cit (A), los sinaptosomas de corteza cerebral 
de ratas adultas (2-3 meses) se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de 
ácidos grasos y se preincubaron a 37oC durante 30 minutos con Fura 2-AM (5 µM) y CaCl2 (1,33 mM). A 
continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante 1 minuto y se resuspendieron (0,67 mg/ml) en medio 
HBM con BSA, al que se añadió CaCl2  (1,33 mM). L-AP4 (1 mM) y PDBu (1 µM) se añadieron 30 y 40 
segundos respectivamente antes de despolarizar con KCl (30 mM). Los antagonistas MPPG (500 µM) y 
CPPG (100 µM) fueron añadidos 1 minuto antes de la despolarización. En los experimentos de liberación 
(B y C) los sinaptosomas se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos 
grasos, a 37oC, durante 1 hora. El bloqueante de canales de Ca2+ del tipo P/Q ω-Agatoxina-IVA (ω-Aga-
IVA) (200nM) y el bloqueante de canales de Ca2+ del tipo N ω-Conotoxina-GVIA (ω-CgT-GVIA) (2 
µM) fueron añadidos 100 segundos antes de la despolarización con KCl (30 mM) y 70 segundos antes de 
la aplicación de L-AP4 (1mM). El diagrama de barras (C) muestra la liberación de glutamato dependiente 
de Ca2+ inducida tras 5 minutos de despolarización con KCl (30 mM) en ausencia (Control) y en 
presencia de los bloqueantes de canales de Ca2+, ambos en ausencia y presencia de L-AP4. Los resultados 
son la media ± SD de 3 a 5 experimentos independientes. 
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inhibición producida por L-AP4 se incrementó en presencia de ω-agatoxina-IVA (88,3 
± 6,7 %), pero no con ω-conotoxina-GVIA (27,1 ± 2,1 %) (Figura IV. 3., C), cabe 
pensar que el efecto inhibidor de L-AP4 sobre la liberación de glutamato es debido a 
una reducción preferente de la entrada de Ca2+ a través de canales dependientes de 
voltaje del tipo N. 
Los resultados obtenidos con KCl fueron reproducidos también con 4-AP (1 
mM), observándose que ω-agatoxina-IVA y ω-conotoxina-GVIA redujeron la 
liberación de glutamato en un 72.8 ± 5,4 % y un 30,1 ± 3,8 % respectivamente (Figura 
IV. 4.). En presencia de L-AP4 la inhibición producida por ω-agatoxina-IVA se 
incrementó hasta un 91,5 ± 3,8 %, mientras que la observada con ω-conotoxina-GVIA 
se mantuvo en un 32,1 ± 5,1 % (Figura IV. 4., B). 
 
Figura IV. 4. L-AP4 inhibe la liberación de glutamato inducida por 4-aminopiridina a través de 
una reducción en el componente de liberación asociado a canales de Ca2+ del tipo N. Los 
sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM 
con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos a 37oC durante 1 hora. 1 ml de esta suspensión se utilizó para 
determinar la liberación de glutamato. El bloqueante de canales de Ca2+ del tipo P/Q ω-Agatoxina-IVA 
(ω-Aga-IVA) (200nM) y el bloqueante de canales del tipo N ω-Conotoxina-GVIA (ω-CgT-GVIA) (2 
µM) fueron añadidos 100 segundos antes de la despolarización con 4-AP (1 mM) y 70 segundos antes de 
la aplicación de L-AP4 (1mM). El diagrama de barras (B) muestra la liberación de glutamato dependiente 
de Ca2+ inducida tras 5 minutos de despolarización con 4-AP (1 mM) en ausencia (Control) y en 
presencia de los bloqueantes de canales de Ca2+, ambos en ausencia y presencia de L-AP4. Los resultados 
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Los canales de calcio de los tipos N y P/Q presentan un diferente 
acoplamiento a la exocitosis de glutamato en corteza cerebral de ratas adultas 
 
Una vez establecido el mecanismo por el cual los receptores sensibles a L-AP4 
inhiben la liberación de glutamato, quisimos estudiar la eficacia relativa de los canales 
de calcio de los tipo N y P/Q sobre el control de la liberación, y determinar si un distinto 
grado de acoplamiento de estos canales a la exocitosis podría ser responsable de la 
modulación preferencial ejercida por el receptor glutamatérgico sobre el componente de 
liberación asociado a los canales del tipo N. Para ello realizamos ensayos de liberación 
a distintas concentraciones de calcio extracelular, en presencia de las correspondientes 
toxinas, y cuantificamos el componente de liberación asociado a cada tipo de canal. 
La liberación de glutamato asociada a los canales de los tipos  N y P/Q mostró 
una sensibilidad diferente a la reducción de la concentración extracelular de Ca2+, 
[Ca2+]o. Así, el componente de liberación de los canales del tipo N disminuyó 
progresivamente con la reducción de la [Ca2+]o, hasta desaparecer a una [Ca2+]o de 0,5 
mM. Dado que a esta baja concentración de [Ca2+]o toda la liberación depende de la 
actividad de los canales de Ca2+ del tipo P/Q (Figura IV. 5.) cabe pensar que, en 
terminales cerebrocorticales de ratas adultas, los canales de Ca2+ del tipo N están peor 
acoplados a la liberación de glutamato que los canales del tipo P/Q.  
El hecho de que L-AP4 reduzca la actividad de los canales de Ca2+ del tipo P/Q 
en otras preparaciones (Perroy y cols., 2000), nos llevó a plantearnos si la mayor 
eficacia mostrada por este tipo de canales sobre el control de la liberación podría 
enmascarar la inhibición del componente de liberación asociado a los canales P/Q en 
nuestra preparación. Así, es posible que el receptor inhiba también la actividad de los 
canales del tipo P/Q, pero que el mejor acoplamiento de éstos a la exocitosis permita 
que se alcance una [Ca2+]i en la zona activa suficiente para que se produzca la liberación 
de todo el glutamato vesicular. Si esto fuera así, la reducción de la concentración 
extracelular de calcio debería favorecer la detección de esta modulación. Sin embargo, 
L-AP4 no modificó la liberación de glutamato a una [Ca2+]o de 0,5 mM (Figura IV. 6.), 
lo que en principio sugiere que el mayor grado de acoplamiento de los canales del tipo 
P/Q a la exocitosis no enmascara una posible modulación del componente de liberación 
asociado a estos canales de Ca2+. 
 

















Figura IV. 5.  La disminución de la concentración extracelular de Ca2+ suprime la contribución de 
los canales de Ca2+ del tipo N a la liberación de glutamato.  Los sinaptosomas de corteza cerebral de 
ratas adultas (2-3 meses) se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos 
grasos a 37oC durante 1 hora. 1 ml de esta suspensión se utilizó para determinar la liberación de 
glutamato. El bloqueante de canales de Ca2+ del tipo P/Q ω-agatoxina-IVA (200 nM) y el bloqueante de 
canales del tipo N ω-conotoxina-GVIA (2 µM) fueron añadidos 100 segundos antes de la despolarización 
con 4-AP (1 mM),  determinándose la liberación inducida durante 5 minutos de despolarización. El 
componente de liberación asociado a cada tipo de canal para cada concentración de Ca2+ extracelular, 
[Ca2+]o, fue calculado como la fracción de la liberación total sensible a cada toxina a esa concentración. 




















Figura IV. 6. L-AP4 no afecta al componente de liberación asociado a canales de Ca2+ del tipo P/Q a 
bajas concentraciones de Ca2+ extracelular. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 
meses) se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos a 37oC 
durante 1 hora. 1 ml de esta suspensión se utilizó para determinar la liberación de glutamato. La figura 
muestra la liberación de glutamato inducida por 4-AP (1 mM) a una concentración de Ca2+ extracelular, 
[Ca2+]o, de 0.5 mM en ausencia (Control) y presencia de 1 mM L-AP4. Los resultados son la media ± 
SEM de 3 preparaciones diferentes. 
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La activación de proteína quinasa C y proteína quinasa A suprime la 
inhibición de la liberación de glutamato producida  por L-AP4 
 
La activación previa de la proteína quinasa C (PKC) mediante el éster de forbol 
PDBu (1 µM) suprimió el efecto inhibidor de L-AP4 (1 mM) sobre la liberación de 
glutamato (Figura IV.7., A). Esta reversión no se observó cuando los ensayos se 
hicieron en presencia del inhibidor de proteína quinasas staurosporina (100 nM), ni 
cuando en lugar de PDBu se utilizó el forbol inactivo α-PDD (1 µM) (Figura IV.7., B).  
La activación de adenilato ciclasa mediante forskolina también redujo 
significativamente la inhibición producida por L-AP4, por un mecanismo dependiente 
de la activación de PKA, como lo ponen de manifiesto los experimentos realizados en 
presencia del inhibidor de PKA H-89 (10 µM) (Figura IV.7., B). 
 
Figura IV. 7. La activación de PKC y PKA suprime la inhibición de la liberación de glutamato 
producida por L-AP4. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) se incubaron 
(0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos a 37oC durante 1 hora. 1 ml de 
esta suspensión se utilizó para determinar la liberación de glutamato. PDBu (1 µM), α-PDD (1  µM) o 
forskolina (Forsk.) (100 µM) fueron aplicados 10 segundos antes de la adición de L-AP4 y 40 segundos 
antes de la despolarizacion con KCl (30 mM). Los inhibidores de proteína quinasas staurosporina (Stau.) 
(100 nM) y H-89 (10 µM) se añadieron 30 minutos antes de la realización de los ensayos 
correspondientes. Los resultados son la media ± SD de 3 a 7 experimentos diferentes. 
 
Resultados                                                                    
 
55 
L-AP4 sí reduce los niveles de AMPc aumentados tras la activación de la 
adenilato ciclasa 
  
Previamente hemos descrito que la activación de los receptores glutamatérgicos 
de baja afinidad por L-AP4 no modifica los niveles de AMPc en condiciones basales. 
Llegados a este punto nos planteamos qué efecto tendría la aplicación del agonista en 
aquellas situaciones en las que existe un aumento previo de los niveles del nucleótido, 
como ocurre tras la activación  de la adenilato ciclasa.  
 La activación de la adenilato ciclasa mediante forskolina (100 µM) en presencia 
de IBMX (1 mM) y de adenosina desaminasa (1 U/mg) produjo un fuerte incremento de 
la concentración intracelular de AMPc (Figura IV. 8.), que fue reducido 
significativamente por L-AP4 (1 mM). La adición previa del antagonista de proteína 
quinasa A H-89 (10 µM) potenció discretamente el aumento de los niveles de AMPc 
observado con forskolina, pero no modificó cualitativamente el efecto de L-AP4. Por el 
contrario, la activación de la proteína quinasa C mediante PDBu (1 µM) suprimió 



















Figura IV. 8. L-AP4 reduce los niveles de AMPc en presencia pero no en ausencia de forskolina. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) se resuspendieron (2 mg/ml) en un 
medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos y se incubaron durante 30 minutos a 37oC. A los 5 
minutos de la resuspensión se añadieron CaCl2 (1,33 mM), adenosina desaminasa (1 U/mg de proteína) y 
3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (1 mM). En los experimentos con forskolina (100 µM), ésta fue 
añadida 15 minutos después de la resuspensión. L-AP4 (1 mM) sólo, o en combinación con KCl (30 
mM), fue añadido 2 minutos antes de la recogida de las muestras. PDBu (1 µM) y α-PDD (1 µM) se 
aplicaron 1 minuto antes que L-AP4, mientras que H-89 (10 µM) se añadió en el momento de la 
resuspensión. La determinación de AMPc se realizó mediante la técnica de inmunoensayo, tal y como se 
describe en Materiales y Métodos. Los resultados son la media ± SD de 3 a 5 experimentos diferentes. 
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Repercusión funcional de la reducción de los niveles de AMPc sobre la 
liberación de glutamato 
 
Puesto que L-AP4 reduce los niveles de AMPc únicamente en aquellas 
situaciones en las que existe una activación previa de la vía de señalización de adenilato 
ciclasa / AMPc, nos planteamos si esta inhibición de la actividad de adenilatao ciclasa 
tenía alguna repercusión funcional sobre la liberación de glutamato.  En sinaptosomas 
cerebrocorticales, la activación de esta vía mediante forskolina incrementó la liberación 
espontánea dependiente de Ca2+ (Figura IV. 9., A). Esta facilitación de la liberación 
inducida por forskolina requiere de la activación de proteína quinasa A, como lo pone 
de manifiesto su supresión por el inhibidor H-89 (Figura IV. 9., C). La adición previa de 
L-AP4 (1 mM) inhibió de manera acusada esta liberación inducida por forskolina 
(Figura IV. 9., A y C). Sp-8-Br-cAMPS, análogo de AMPc que activa directamente 
proteína quinasa A, provocó también un incremento en la liberación espontánea de 
glutamato (Figura IV. 9., B), que fue prevenida por H-89, pero sobre el cual L-AP4 tuvo 
un efecto significativamente menor. Estos resultados sugieren que la inhibición  
producida por L-AP4 sobre la liberación inducida por forskolina es en buena parte 
debida a la inhibición de la actividad de adenilato ciclasa mediada por el receptor 
glutamatérgico, mientras que la inhibición de la liberación inducida por Sp-8-Br-
cAMPS es posiblemente debida a la inhibición de los canales de Ca2+.  
Para determinar si L-AP4 era capaz de reducir también la facilitación de la 
liberación inducida por la activación de receptores acoplados a proteinas Gs estudiamos 
el efecto del agonista de receptores β-adrenérgicos isoproterenol en los niveles basales 
de AMPc y en la liberación de glutamato. Isoproterenol (100 µM) produjo un 
incremento significativo en los niveles intracelulares de AMPc, que fue inhibido por L-
AP4 (1 mM) y completamente suprimido por el antagonista β-adrenérgico propranolol 
(Figura IV. 10., A). Al igual que en los experimentos con forskolina, L-AP4 redujo 
significativamente la liberación espontánea de glutamato inducida por el agonista β-
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Figura IV. 9. L-AP4 suprime la liberación espontánea inducida por forskolina a través de una 
reducción en los niveles de AMPc. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) se 
incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos durante 1 hora a 37oC. 
L-AP4 (1 mM) fue añadido 10 segundos antes de la aplicación de forskolina (Forsk) (100 µM) (A) o de 
Sp-8-Br-cAMPS (Sp) (1mM) (B). H-89 (10 µM) fue añadido 30 minutos antes de la realización de los 
ensayos correspondientes. Los resultados son la media ± SD de 3 a 4 experimentos independientes. 
Figura IV. 10. L-AP4 reduce el incremento de los niveles de AMPc y la liberación de glutamato 
inducidos por la activación de receptores β-adrenérgicos. Para la determinación de los niveles 
intracelulares de AMPc, los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) se 
resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos a 37oC. A los 5 
minutos de la resuspensión se añadieron CaCl2 (1,33 mM), adenosina desaminasa (1 U/mg de proteína) y 
3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (1 mM). El AMPc endógeno registrado en ausencia de cualquier 
aplicación fue considerado como control. En los experimentos con  isoproterenol (Iso) (100 µM), éste fue 
añadido 15 minutos después de la resuspensión. L-AP4 (1 mM) se aplicó 2 minutos antes de la recogida 
de las muestras. El antagonista β-adrenérgico propranolol (Prop) (100 µM) fue añadido 1 minuto antes 
que isoproterenol. La determinación de AMPc se realizó mediante la técnica de inmunoensayo, tal y 
como se describe en Materiales y Métodos. En los experimentos de liberación (B y C) los sinaptosomas 
se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 mg/ml) a 37oC durante 1 hora y 1 ml de esta 
suspensión fue utilizado para determinar la liberación de glutamato. El diagrama de barras (C) muestra la 
liberación de glutamato dependiente de Ca2+ inducida por isoproterenol (100 µM) en ausencia (Iso) y en 
presencia de L-AP4 (1 mM) o propranolol (Prop) (100 µM), añadidos 10 segundos y 1 minuto 
respectivamente antes que el agonista β-adrenérgico.  Los resultados son la media ± SD de 3 a 4 
experimentos independientes. 
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Estos resultados ponen de manifiesto que los receptores glutamatérgicos de baja 
afinida
-AP4 reduce drásticamente la entrada de Ca2+ en una subpoblación de 
termin
l hecho de que L-AP4 reduzca la liberación de glutamato inducida por la 
despola
mo círculos brillantes de 0,5 a 
1,2 mic
d por L-AP4 inhiben, a través de una reducción en la actividad de adenilato 






rización en una magnitud de sólo un 25 % puede ser explicado de dos maneras. 
En primer lugar, es posible que el receptor esté ampliamente distribuido en la población 
de sinaptosomas pero que ejerza un efecto débil sobre la entrada de calcio, y por ende 
sobre la liberación. La segunda posibilidad es que el receptor esté circunscrito a una 
minoría de terminales, en los que ejerza un fuerte control sobre la liberación de 
glutamato. Para distinguir entre ambas posibilidades procedimos a la realización de 
experimentos mediante la técnica de imagen de calcio, empleando sinaptosomas 
marcados con la sonda fluorescente Fura 2-AM y fijados sobre una superficie de 
polilisina, tal y como se describe en Material y Métodos.  
Los sinaptosomas fueron visualizados a 380 nm co
ras de diámetro (Figura IV. 11., A). A pesar de su tendencia a la agregación, los 
sinaptosomas aislados fueron numerosos, posibilitando el análisis de sus respuestas 
individuales. Entre aquellos sinaptosomas que cargaron Fura-2AM más del 95 % 
respondieron a la aplicación de KCl (30 mM) y 4-AP (1 mM). La concentración 
citosólica basal de Ca2+ promedio fue 110,4 ± 1,1 nM. El incremento en la 
concentración provocado por los agentes despolarizantes fue variable, oscilando entre 
500 y 900 nM (Figura IV. 11., B). Estas respuestas, inducidas por aplicaciones de 10 
segundos de duración, fueron transitorias aunque más duraderas y con una cinética de 
recuperación más lenta en el caso de 4-AP. Prácticamente el 100 % de las partículas que 
respondieron a KCl lo hicieron también a 4-AP. Las respuestas a 4-AP fueron 
completamente abolidas por el bloqueante de canales de Na+ dependientes de voltaje 
tetrodotoxina (TTx), sugiriendo la participación de potenciales de acción. El incremento 











igura IV. 11. Los agentes despolarizantes 4-aminopiridina y KCl inducen un incremento en la 












































respectivamente al bloqueante de canales de Na+ dependientes de voltaje tetrodotoxina. Los 
sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio 
HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos y se preincubaron a 37oC con Fura 2-AM (5 µM) y 
CaCl2 (1,33 mM) durante 45 minutos y sobre una placa cubierta de polilisina durante 1 hora. A 
continuación fueron transferidos a una cámara de perfusión para su visualización en un microscopio 
invertido Nikon, siendo contínuamente perfundidos (1-1,5 ml/min) con un medio HBM con CaCl2 (1,33 
mM) a 37oC. Los campos fueron iluminados alternativamente a 340 y 380 nm, con un intervalo de 0.8 
segundos,  y la fluorescencia emitida fue recogida a través de un filtro centrado a 510 nM. La 
concentración citosólica de Ca2+, [Ca2+]cit, se calculó a partir de la razón entre la fluorescencia emitida a 
340 y la emitida a 380, tal y como se describe en Materiales y Métodos. La figura A muestra un campo 
representativo de sinaptosomas marcados con la sonda fluorescente fura 2-AM a 380 nm. Las respuestas 
de Ca2+ fueron inducidas por aplicaciones de 10 segundos de duración de 4-aminopiridina (4-AP) o KCl 
(30 mM) en ausencia o en presencia de tetodotoxina (TTx) (1 µM) (B). Los resultados son la media + 
SEM de 8 respuestas individuales. 
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De un total de 4.191 partículas analizadas, un 28,4 % respondió a L-AP4 (1 
mM), m
dos sugieren que el efecto de L-AP4 sobre la liberación de 
glutam
emento en la 
[Ca2+]cit
ientras que el resto (71,6 %) no mostró respuesta alguna al agonista (Fig IV. 
12., B y C). Los efectos de L-AP4 fueron reversibles, ya que la aplicación de KCl (30 
mM) al final del experimento provocó un incremento en la concentración citosólica de 
Ca2+ similar al observado con el pulso inicial. La inhibición producida por L-AP4 fue 
anulada por el antagonista de receptores glutamatérgicos del grupo III CPPG (100 µM) 
(Figura IV. 12., D). 
Estos resulta
ato se debe a la acción del agonista sobre una población restringida de terminales 
sinápticos, donde la activación del receptor reduciría de manera muy acusada la entrada 
de Ca2+ en el terminal, lo que explica porque L-AP4 reduce sólo parcialmente la 
liberación de glutamato en el conjunto de la población de sinaptosomas.  
L-AP4 a bajas concentraciones (10 µM) no modificó el incr
 inducido por KCl en prácticamente ninguno de los sinaptosomas que se 
analizaron (1.008 partículas) (Figura IV. 13.), lo que refuerza la hipótesis de que los 
terminales cerebrocorticales de ratas adultas no contienen receptores glutamatérgicos de 






























































 Figura . 12. L-AP4 inhibe
drásticamente el incremento en la
IV
 
 concentración citosólica de Ca2+
inducido por KCl en una subpoblación
de terminales sinápticos. Los
sinaptosomas de corteza cerebral de ratas
adultas (2-3 meses) se resuspendieron (2
mg/ml) en un medio HBM con BSA (1
mg/ml) libre de ácidos grasos y se
preincubaron a 37oC con Fura 2-AM (5
µM) y CaCl2 (1,33 mM) durante 45
minutos, tras lo cual se fijaron a una placa
cubierta de polilisina durante 1 hora. A
continuación fueron transferidos a una
cámara de perfusión para su visualización
en un microscopio invertido Nikon,
siendo contínuamente perfundidos (1-1,5
ml/min) con un medio HBM con CaCl2
(1,33 mM) a 37oC. La figura A muestra
un campo representativo de sinaptosomas
marcados con la sonda fluorescente fura
2-AM a 380 nm. Las respuestas de Ca2+
fueron inducidas por aplicaciones de 10
segundos de duración de KCl (30 mM) en
ausencia o en presencia de L-AP4 (1mM)
(B, C y D) y CPPG (100 µM) (D). Los
resultados son la media + SEM de 6-8
respuestas de sinaptosomas individuales.
Los diagramas de discos muestran el
porcentaje de terminales que presentaron














































Figura IV. 13. Los terminales sinápticos cerebrocorticales de ratas adultas carecen de receptores de 






















resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 mg/ml) y se preincubaron a 37oC con Fura 2-
AM (5 µM) y CaCl2 (1,33 mM) durante 45 minutos, tras lo cual se fijaron a una placa cubierta de 
polilisina durante 1 hora. A continuación fueron transferidos a una cámara de perfusión para su 
visualización en un microscopio invertido Nikon, siendo contínuamente perfundidos (1-1,5 ml/min) con 
un medio HBM con CaCl2 (1,33 mM) a 37oC. Los campos fueron iluminados alternativamente a 340 y 
380 nm, y la concentración citosólica de Ca2+, [Ca2+]cit, se estimó a partir de la razón entre la 
fluorescencia emitida a ambas longitudes de onda. Bajas concentraciones de L-AP4 (10 µM) no afectaron 
a los incrementos de Ca2+ citoplásmico inducidos por KCl. Los resultados son la media + SEM de 10 
respuestas de terminales individuales. Los diagramas de discos muestran el porcentaje de terminales que 
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Los efectos de L-AP4 en ratas adultas están mediados por receptores 
metabo
os resultados mostrados sugieren que el receptor presente en los terminales de 
ratas ad
rcaje positivo para sinaptofisina, el 29,1 
± 3,5 %
 datos confirman pues que los efectos de L-AP4 en ratas adultas son 
debidos
do relativo de terminales glutamatérgicos y GABAérgicos en la 
prepar
legados a este punto quisimos determinar el porcentaje relativo de terminales 
glutam
on marcaje para sinaptofisina, un 59,5 ± 4,5 % 
y un 20,3 ± 2,4 % fueron inmunopositivas para VGLUT1 (Figura IV. 15., A-C) y 
trópicos del tipo 7 
 
L
ultas es un receptor de baja afinidad por L-AP4, posiblemente mGluR7 (Conn y 
Pin., 1997; Cartmell y Schoepp, 2000). Con el objetivo de confirmar este punto, 
estudiamos, mediante experimentos de inmunocitoquímica, la presencia de los distintos 
tipos de receptores glutamatérgicos del grupo III en corteza cerebral de ratas adultas. 
Para ello, los sinaptosomas fueron fijados sobre polilisina e incubados en presencia de 
anticuerpos contra sinaptofisina, utilizado como marcador de vesículas sinápticas, y 
contra los receptores glutamatérgicos mGluR4, 7 y 8. mGluR6 se localiza 
exclusivamente en retina (Nakajima y cols., 1993; Vardi y cols., 2000), por lo que no 
fue considerado en esta serie de experimentos. 
Entre las partículas que presentaron ma
 fueron positivas para mGluR7a (Figura IV. 14., A-C), mientras que sólo un 1,2 
± 0,6 % y un 1,7 ± 0,6 % lo fueron para mGluR4a y mGluR8a, respectivamente (Figura 
IV. 14., D-I). Los resultados son la media ± SEM de datos obtenidos de 8 a 10 campos 
diferentes.  
Estos
 mayoritariamente a la activación de receptores metabotrópicos de glutamato del 
tipo 7.  
  
Conteni
ación de sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas 
  
L
atérgicos y GABAérgicos presentes en nuestra preparación. Para ello, los 
sinaptosomas fueron incubados en presencia de anticuerpos contra sinaptofisina, y 
contra los transportadores vesiculares de glutamato VGLUT1 o VGLUT2, utilizados 
como marcadores de terminales glutamatérgicos, o contra el enzima que sintetiza 
GABA a partir de glutamato, glutamato descarboxilasa (GAD-65), utilizado como 
marcador de terminales GABAérgicos.  
Entre las partículas que presentar
 




nápticos (Herzog y cols., 2001), estos resultados 
indican
edio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos a 37oC y se incubaron sobre una placa cubierta de 
T2  (Figura IV. 15., D-F), respectivamente, mientras que un 23,8 ± 2,0 % lo fue 
para GAD-65 (Figura IV. 15., G-I). Los resultados son la media ± SEM de datos 
obtenidos de 7 a 8 campos diferentes. 
Dado que los transportadores vesiculares de glutamato VGLUT1 y VGLUT2 no 
coexisten en los mismos terminales si
 que alrededor de un 80 % de los sinaptosomas presentes en la preparación de 
sinaptosomas de corteza cerebral de rata adulta son glutamatérgicos. 
 
Figura IV. 14. mGluR7 es el único receptor metabotrópico de glutamato del grupo III 
relativamente abundante en la preparación de sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas. 
Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) se resuspendieron (2 mg/ml) en un 
m
polilisina durante 1 hora, tras lo cual fueron fijados durante 5 minutos con paraformaldehido 4 % diluido 
en tampón fosfato (0.1 M, pH 7.4), y preincubados durante 1 hora con una solución bloqueante de suero 
normal de cabra al 10 % (NGS) diluido en 50 mM de tampón Tris (pH 7.4) con NaCl al 0.9 % (TBS) y 
Triton X-100 al 0.2 %. A continuación fueron incubados durante 24 horas a 4oC con el anticuerpo 
primario correspondiente: mGluR7a (1 µg/ml), mGluR4a (1 µg/ml) o mGluR8a (1 µg/ml), y sinaptofisina 
(1:1000), diluidos en TBS, con NGS al 1 % y Triton X-100 al 0.2 %, e incubados durante otras 2 horas 
con los anticuerpos secundarios (de cabra anti-ratón o anti-conejo acoplados a Cy2 o Cy3, o de mono 
anti-cobaya acoplados a fluoresceína), diluidos en TBS 1:200. Después de varios lavados con TBS los 
sinaptosomas fueron visualizados con un microscopio Nikon mediante luz proveniente de una lámpara de 
mercurio, empleándose un filtro para rodamina en el caso de Cy3 y para fluoresceína en el caso de Cy2 y 
fluoresceína. 
 








e sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas.  Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas 
dultas (2-3 meses) se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos 
rasos a 37oC y se incubaron sobre una placa cubierta de polilisina durante 1 hora, tras lo cual fueron 
 
 




fijados durante 5 minutos con paraformaldehido 4 % diluido en tampón fosfato (0.1 M, pH 7.4), y 
preincubados durante 1 hora con una solución bloqueante de suero normal de cabra al 10 % (NGS) 
diluido en 50 mM de tampón Tris (pH 7.4) con NaCl al 0.9 % (TBS) y Triton X-100 al 0.2 %. A 
continuación fueron incubados durante 24 horas a 4oC con el anticuerpo primario correspondiente: 
VGLUT1 (1:1000), VGLUT2 (1:1000) o GAD-65 (1:1000), y sinaptofisina (1:1000), diluidos en TBS, 
con NGS al 1 % y Triton X-100 al 0.2 %, e incubados durante otras 2 horas con los anticuerpos 
secundarios (de cabra anti-ratón o anti-conejo acoplados a Cy3 o Cy2), diluidos en TBS 1:200. Después 
de varios lavados con TBS los sinaptosomas fueron visualizados con un microscopio Nikon mediante luz 
proveniente de una lámpara de mercurio, empleándose un filtro para rodamina en el caso de Cy3 y para 
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Los canales de calcio de los tipos N y P/Q no coexisten en terminales 
sinápti
La posibilidad de obtener respuestas individuales mediante técnicas de imagen 
Los receptores glutamatérgicos de baja afinidad por L-AP4 se localizan casi 
exclusi
El hecho de que L-AP4 inhiba únicamente el componente de liberación asociado 
los canales del tipo P/Q por parte de estos receptores en ratas adultas. 
cos cerebrocorticales de ratas adultas 
 
 
de calcio nos permitió analizar la distribución de los canales de calcio de los tipos N y 
P/Q en la población de sinaptosomas, estudiando la coexistencia de ambos tipos de 
canales en un mismo terminal, una posibilidad que ha sido sugerida por algunos 
estudios electrofisiológicos (Mintz y cols., 1995; Wheeler y cols., 1996; Reid y cols., 
1997; Qian y Noebels, 2001). De 3.803 sinaptosomas analizados, procedentes de 7 
campos diferentes, un 31,1± 1,4 % fue sensible a ω-conotoxina-GVIA (ω-CgT-GVIA) 
pero no a ω-agatoxina-IVA (ω-Aga-IVA) (Figura IV. 16., A), un 64,3 ± 2,4 % lo fue a 
ω-agatoxina-IVA pero no a ω-conotoxina-GVIA (Figura IV. 16., B) y finalmente un 4,6 
± 1,3 % no fue sensible a ninguna de las dos toxinas (Figura IV. 16., C). La ausencia de 
terminales que respondieran a ambas toxinas indica que los dos tipos de canales de Ca2+ 
implicados de manera mayoritaria en la liberación de glutamato no coexisten en 
terminales sinápticos de corteza cerebral de ratas adultas. 
 
vamente en terminales que expresan canales de calcio del tipo N 
 
 
a canales de Ca2+ del tipo N podría ser debido a una colocalización preferente de los 
receptores metabotrópicos con este tipo de canales en los terminales sinápticos. Con el 
fin de confirmar esta posibilidad realizamos experimentos de imagen de Ca2+ 
combinando el agonista glutamatérgico con los bloqueantes de canales de Ca2+. En este 
sentido hay que señalar que un 95,4 % del total de las partículas que respondieron a L-
AP4 lo hicieron también a ω-conotoxina-GVIA (Figura IV. 17., A), mientras que sólo 
una minoría de los sinaptosomas que respondieron al agonista (4,6 %) lo hicieron a ω-
agatoxina- IVA (Figura IV. 17., B). La fuerte asociación observada entre la respuesta a 
L-AP4 y la respuesta a ω-conotoxina-GVIA sugiere que los receptores metabotrópicos 
de glutamato del grupo 7 y los canales de calcio del tipo N se expresan preferentemente 
en los mismos terminales sinápticos, y explica, por tanto, la ausencia de modulación de 
 








 terminales sinápticos de ratas 
adultas. ses) se resuspendieron (2 mg/ml) 
en un me io HB oC con Fura 2-AM (5 
µM) y CaCl2 (1,33 mM) durante 45 minutos, tras lo cual se fijaron a una placa cubierta de polilisina 
durante 1 A continuación fueron transferidos a una cámara de perfusión para su visualización en un 
microscopio invertido Nikon, siendo contínuamente perfundidos (1-1,5 ml/min) con un medio HBM con 
CaCl2 (1,33 mM) a 37oC. Los campos fueron iluminados alternativamente a 340 y 380 nm, y la 
concentración citosólica de Ca2+, [Ca2+]cit, se estimó a partir de la razón entre la fluorescencia emitida a 























Figura IV. 16. Los canales de Ca2+ de tipo N y P/Q no coexisten en
Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 me
M con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos y se preincubaron a 37d
 hora. 
 
10 segundos de duración en presenc a y en ausencia de ω-Conotoxina-GVIA (ω-CgT-GVIA) (2 µM), ω-
Agatoxina-IVA (ω-Aga-IVA) (200 nM), o una combinación de ambas. Los resultados son la media + 
SEM de 6 a 9 respuestas de sinaptosomas individuales. Los diagramas de disco muestran el porcentaje de 
terminales que presentaron una determinada respuesta. 



























as de corteza cerebral 
ml) libre de 
áci  45 minutos, 
tras lo ón fueron 
do Nikon, siendo 
contí campos 
fueron , [Ca2+]cit, se 
estimó a partir de la razón entre la fluorescencia emitida a ambas longitudes de onda. Las respuestas de 
gura IV. 17. Los receptores glutamatérgicos del grupo 7 se localizan preferentemente 
terminales sinápticos que expresan canales de Ca2+ del tipo N. Los sinaptosom
de ratas adultas (2-3 meses) se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 mg/
dos grasos y se preincubaron a 37oC con Fura 2-AM (5 µM) y CaCl2 (1,33 mM) durante
cual fueron fijados a una placa cubierta de polilisina durante 1 hora. A continuaci
transferidos a una cámara de perfusión para su visualización en un microscopio inverti
nuamente perfundidos (1-1,5 ml/min) con un medio HBM con CaCl2 (1,33 mM) a 37oC. Los 
il inados alternativamente a 340 y 380 nm, y la concentración citosólica de Ca2+um
Ca2+ fueron inducidas por aplicaciones de KCl (30 mM) de 10 segundos de duración en presencia o en 
ausencia de L.-AP4 (1 mM), ω-Conotoxina-GVIA (ω-CgT-GVIA) (2 µM) u ω-Agatoxina-IVA (ω-Aga-
IVA) (200 nM). Los resultados son la media + SEM de entre 6 y 7 respuestas de sinaptosomas 
individuales. Los diagramas de disco muestran el porcentaje de terminales que presentaron una 
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RECEPTORES METABOTRÓPICOS DE GLUTAMATO DEL GRUPO 
III EN CORTEZA CEREBRAL DE RATAS JÓVENES 
 
Los terminales cerebrocorticales de ratas jóvenes presentan receptores de 
alta y de baja afinidad por L-AP4 
 
En la preparación de sinaptosomas cerebrocorticales de ratas jóvenes la 
aplicación de KCl (30 mM) indujo una liberación de glutamato dependiente de calcio de 
1,58 ± 0,02 nanomoles/mg de proteína (Figura IV. 18., A). La adición previa de L-AP4 
redujo esta liberación en un 22,2 ± 1,4 %, cuando se empleó a una concentración de 20 
µM,  y en un 46,3 ± 1,3 % cuando la concentración se incrementó a 1 mM (Figura IV. 
18., A). La inhibición producida por L-AP4 siguió una curva bifásica, con valores de 
EC50 de 1,4 y 371,1 µM respectivamente (Figura IV. 18., B). 
Estos datos sugieren que al menos dos tipos de receptores glutamatérgicos del 
grupo III, con diferente afinidad por el agonista, están presentes en terminales de 
corteza cerebral de ratas jóvenes. 
 
 
Figura IV. 18. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas jóvenes presentan receptores de alta y 
de baja afinidad por L-AP4. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas jóvenes (21 días) se 
incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos a 37oC durante 1 hora. 
1 ml de esta suspensión se utilizó para determinar la liberación de glutamato. La figura A muestra la 
liberación de glutamato dependiente de Ca2+ inducida por KCl (30 mM) en ausencia (Control) y presencia 
de 20 µM o 1 mM L-AP4, añadido 30 segundos antes de la despolarización. La curva concentración-
respuesta de L-AP4 (B) se determinó mediante la adición de diferentes concentraciones del agonista 30 
segundos antes de la aplicación de KCl. Los datos mostrados son la media ± SEM de 3 a 8 experimentos. 
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Los efectos de L-AP4 en ratas jóvenes están mediados principalmente por 
receptores del tipo 7 y del tipo 4 
 
Nuestro siguiente objetivo fue identificar los receptores glutamatérgicos del 
grupo III responsables de las respuestas a L-AP4 en corteza cerebral de ratas jóvenes. 
Para ello realizamos experimentos de inmunocitoquímica en los que estudiamos la 
distribución relativa de los receptores de los tipos 4, 7 y 8 en la población de 
sinaptosomas. La localización exclusiva de mGluR6 en retina nos hizo descartar de 
antemano a este tipo de receptor como responsable de los efectos de L-AP4 en corteza 
cerebral. 
Entre las partículas que mostraron marcaje positivo para sinaptofisina, un 29,5 ± 
3,4 % mostró inmunopositividad para mGluR7a (Figura IV. 19., A-C), un 25,2 ± 2,8% 
para mGluR4a (Figura IV. 19., D-F) y sólo un 1,9 ± 0,6 % para mGluR8a (Figura IV. 
19., G-I).  Los resultados son la media ± SEM de datos obtenidos de 7 a 11 campos 
diferentes. Dado que mGluR4 muestra alta afinidad por L-AP4 (Conn y Pin, 1997; 
Schoepp y cols., 1999; Cartmell y Schoepp, 2000), es probable que este receptor sea el 
responsable mayoritario de los efectos observados con bajas concentraciones del 
agonista, mientras que la inhibición adicional observada a concentraciones de 0,5-1 mM 
sea debida a una activación de receptores del tipo 7 (Conn y Pin, 1997; Cartmell y 
Schoepp, 2000). 
 
Contenido relativo de terminales glutamatérgicos y GABAérgicos en la 
preparación de sinaptosomas de corteza cerebral de ratas jóvenes 
 
 Aunque previamente habíamos determinado el porcentaje relativo de terminales 
glutamatérgicos y GABAérgicos en la preparación de ratas adultas, quisimos hacer lo 
mismo en ratas jóvenes, con el fin de determinar si existe algún cambio en este sentido 
con el desarrollo. Para ello, realizamos experimentos de inmunocitoquímica en los que 
utilizamos como marcadores de terminales glutamatérgicos anticuerpos frente a los 
tranportadores vesiculares de glutamato VGLUT1 o VGLUT2 y como marcadores de 
terminales GABAérgicos, anticuerpos frente a GAD-65. 
 VGLUT1 fue detectado en un 62,0 ± 3,3 % de los sinaptosomas que presentaron 
marcaje positivo para sinaptofisina (Figura IV. 20., A-C), VGLUT2 en un 16,6 ± 2,2 % 
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(Figura IV. 20., D-F), y GAD-65 en un 23,0 ± 2,8 % (Figura IV. 20., G-I). Los 
resultados son la media ± SEM de datos obtenidos de 6 a 11 campos diferentes. 
diluido en 50 mM de tampón Tris (pH 7.4) con NaCl al 0.9 % (TBS) y Triton X-100 al 0.2 %. A 
 Estos resultados indican que, al igual que ocurre en ratas adultas, alrederor de un 
80 % de los terminales presentes en la preparación de sinaptosomas de corteza cerebral 
de ratas jóvenes son glutamatérgicos.  
 
 
Figura IV. 19. mGluR7 y mGluR4 son los receptores mayoritarios en la preparación de 
sinaptosomas de corteza cerebral de ratas jóvenes. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas 
jóvenes (21 días) se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos 
grasos a 37oC y se incubaron sobre una placa cubierta de polilisina durante 1 hora, tras lo cual fueron 
fijados durante 5 minutos con paraformaldehido 4 % diluido en tampón fosfato (0.1 M, pH 7.4), y 
preincubados durante 1 hora con una solución bloqueante de suero normal de cabra al 10 % (NGS) 
continuación fueron incubados durante 24 horas a 4oC con el anticuerpo primario correspondiente: 
mGluR7a (1 µg/ml), mGluR4a (1 µg/ml) o mGluR8a (1 µg/ml), y sinaptofisina (1:1000), diluidos en 
TBS, con NGS al 1 % y Triton X-100 al 0.2 %, e incubados durante otras 2 horas con los anticuerpos 
secundarios (de cabra anti-ratón o anticonejo acoplados a Cy3 o Cy2, o de mono anti-cobaya acoplado a 
fluoresceína), diluidos en TBS 1:200. Después de varios lavados con TBS los sinaptosomas fueron 
visualizados con un microscopio Nikon mediante luz proveniente de una lámpara de mercurio, 












jados durante 5 minutos con paraformaldehido 4 % diluido en tampón fosfato (0.1 M, pH 7.4), y 
reincubados durante 1 hora con una solución bloqueante de suero normal de cabra al 10 % (NGS) 




Figura IV. 20. Contenido relativo de terminales glutamatérgicos y GABAérgicos en la preparación 
de sinaptosomas de corteza cerebral de ratas jóvenes. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas 
jóvenes  (21 días) se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos 




continuación fueron incubados durante 24 horas a 4oC con el anticuerpo primario correspondiente: 
VGLUT1 (1:1000), VGLUT2 (1:1000) o GAD-65 (1:1000), y sinaptofisina (1:1000), diluidos en TBS, 
con NGS al 1 % y Triton X-100 al 0.2 %, e incubados durante otras 2 horas con los anticuerpos 
secundarios (de cabra anti-ratón o anti-conejo acoplados a Cy3 o Cy2), diluidos en TBS 1:200. Después 
de varios lavados con TBS los sinaptosomas fueron visualizados con un microscopio Nikon mediante luz 
proveniente de una lámpara de mercurio, empleándose filtros para rodamina en el caso de Cy3 y para 
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En sinaptosomas de ratas jóvenes L-AP4 sólo inhibe el componente de 
liberación asociado a canales de Ca2+ del tipo N a concentraciones fisiológicas de 
Ca2+ 
En sinaptosomas cerebrocorticales de ratas jóvenes (21 días), la aplicación del 




,2 % en el caso de ω-conotoxina-
GVIA 
la producida por el agonista. Por el 
contrar
 
e 1,53 ± 0,02 nanomoles/mg de proteína, que se vió reducida en un 39,6 ± 2,4 % 
en presencia de 1 mM de L-AP4 (1 mM) (Figura IV. 21., A). El agonista glutamatérgico 
también inhibió de forma significativa la elevación en la concentración citosólica de 
calcio, [Ca2+]i, inducida por 4-AP en la población de sinaptosomas (Figura IV. 21., B).  
Para confirmar que los efectos de L-AP4 en ratas jóvenes son también debidos a 
una acción sobre canales de Ca2+ dependientes de voltaje, y para determinar cual o
son los subtipos de canales implicados en el efecto, procedimos a la realización 
de experimentos de liberación en presencia de los bloqueantes de canales de Ca2+ del 
tipo P/Q, ω-agatoxina-IVA (ω-Aga-IVA), y del tipo N, ω-conotoxina-GVIA (ω-CgT-
GVIA), ambos en ausencia y en presencia de L-AP4.  
La inhibición producida por las toxinas en ausencia de L-AP4  fue de un 62,1± 
2,5 % en el caso de ω-agatoxina-IVA y de un 33,6 ± 2
(Figura IV. 21., C), lo que demuestra un papel mayoritario de los canales de Ca2+ 
del tipo P/Q sobre el control de la liberación de glutamato, tal y como se ha observado 
en ratas adultas. Por otro lado, la aplicación conjunta de ambas toxinas suprimió 
prácticamente la liberación (92,7 ± 3,9 %) (Figura IV. 21., C), confirmando el hecho, 
ampliamente reconocido, de que los canales de los tipos P/Q y N dan cuenta de la 
mayor parte de la liberación dependiente de calcio en terminales cerebrocorticales 
(Takahashi y Momiyama, 1993; Luebke y cols., 1993; Wheeler y cols., 1994; Vázquez 
y Sánchez-Prieto, 1997; Qian y Noebels, 2001). 
En presencia de L-AP4, la inhibición producida por ω-conotoxina-GVIA fue 
sólo ligeramente mayor (40,9 ± 3,3 %) que 
io, la inhibición de la liberación en presencia de L-AP4 y de ω-agatoxina-IVA se 
incrementó hasta un 93,5 ± 3,6 % (Figura IV. 21., C). La mayor aditividad, casi lineal, 
entre los efectos de L-AP4 y de ω-agatoxina-IVA sugiere que la inhibición de la 
liberación de glutamato en ratas jóvenes por los receptores metabotrópicos del grupo III 
también se ejerce de una manera mayoritaria sobre el componente de liberación 
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asociado a los canales de Ca2+ del tipo N, aunque una modulación sobre canales del tipo 

























igura IV. 21. L-AP4 inhibe la liberación de glutamato y el incremento en la concentración 
itosólica de Ca2+ inducidos por 4-AP en ratas jóvenes. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas 






37 C durante 1 hora. 1 ml de esta solución fue utilizado para determinar la liberación de glutamato. Para 
la determinación de la concentración citosólica de Ca2+, [Ca2+]i, los sinaptosomas se resuspendieron (2 
mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 mg/ml) y se preincubaron a 37oC durante 30 minutos con Fura 2-
AM (5 µM) y CaCl2 (1,33 mM). A continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante 1 minuto y se 
resuspendieron (0,67 mg/ml) en medio HBM con BSA libre de ácidos grasos, al que se añadió CaCl2  
(1,33 mM). L-AP4 (1 mM) redujo la liberación de glutamato dependiente de Ca2+ (A) y el incremento en 
la [Ca2+]i (B) inducidos por 4-AP (1mM). El diagrama de barras (C) muestra la liberación de glutamato 
dependiente de Ca2+ inducida por 4-AP (1 mM) en ausencia (Control) y en presencia del bloqueante de 
canales de Ca2+ del tipo P/Q ω-Agatoxina-IVA (ω-Aga-IVA) (200nM) o/y del bloqueante de canales del 
tipo N ω-Conotoxina-GVIA (ω-CgT-GVIA) (2 µM), ambos en ausencia y presencia de L-AP4 (1 mM). 
Los resultados son la media ± SEM de 3 a 6 experimentos independientes. 
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Los canales de calcio de tipo N y P/Q presentan un diferente acoplamiento a 
la exocitosis de glutamato en corteza cerebral de ratas jóvenes 
rte de los receptores 
glutam  por la acción más débil que las proteínas 
G acop
,  igual que en ratas adultas, diferencias en la eficacia 
de amb
anales del tipo P/Q a 
bajas concentraciones de calcio extracelular 
glutam ascarando las acciones del receptor sobre el componente de 
liberaci
o
a la [Ca2+]o de 0,5 mM (Figura IV. 23., A), y en un 54,2 ± 2,9 % a la 
[Ca2+]o de 0,25 mM (Figura IV. 23., C).  
 
La inhibición preferente de los canales del tipo N por pa
atérgicos del grupo III podría explicarse
ladas a estos receptores ejercen sobre los canales del tipo P/Q en comparación 
con los del tipo N, tal y como ha sido descrito en algunos sistemas de expresión (Zhang 
y cols., 1996). Otra posibilidad es que un mejor acoplamiento de los canales del tipo 
P/Q a la maquinaria exocitótica, como el observado en ratas adultas, pueda estar 
enmascarando las acciones inhibitorias del receptor sobre el componente de liberación 
asociado a estos canales de Ca2+. 
Los ensayos de liberación realizados a diferentes concentraciones de calcio 
extracelular, [Ca2+]o, revelaron  al
os subtipos de canales de calcio en el control de la liberación de glutamato. Así, 
la reducción de [Ca2+]o produjo una disminución paulatina del componente de liberación 
asociado a los canales de calcio del tipo N, que desapareció a 0,5 mM de Ca2+ 
extracelular, concentración a la cual prácticamente toda la liberación fue atribuible a la 
entrada de Ca2+ a través de canales del tipo P/Q (Figura IV. 22.). 
 
L-AP4 inhibe el componente de liberación asociado a c
  
Si el alto grado de acoplamiento de los canales del tipo P/Q a la liberación de 
ato está enm
ón asociado a este tipo de canales, la reducción de la concentración extracelular 
de calcio debería favorecer la observación de dicha modulación. Dado que a la 
concentración extracelular de calcio, [Ca2+] , de 0,5 mM toda la liberación es 
dependiente de canales de calcio del tipo P/Q, cualquier modulación observada en estas 
condiciones sería atribuible a una modulación de canales P/Q por parte del receptor 
metabotrópico.  
La aplicación de L-AP4 redujo la liberación de glutamato inducida por 4-AP en 
un 32,8 ± 2,5 % 
 
















los ca naptosomas de 
g/ml) 
b determinar la 
beración de glutamato. Los bloqueantes de canales de Ca  ω-Agatoxina-IVA (200nM) y ω-Conotoxina-
VIA (2 µM) fueron añadidos 100 segundos antes de la despolarización con 4-AP (1 mM). El 
omponente de liberación asociado a cada tipo de canal para cada concentración de Ca2+ extracelular, 
a2+]o, fue calculado como la fracción de la liberación total sensible a cada toxina a esa concentración. 
os resultados son la  media ± SEM de 4 a 6 experimentos diferentes. 




Figura IV. 22. La disminución de la concentración extracelular de Ca2+ suprime la contribución 
na s de Ca2+ del tipo N a la liberación de glutamato en ratas jóvenes.  Los si
corteza cerebral de ratas jóvenes (21 días) se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 m












Por otro lado, la aplicación del bloqueante de canales de Na+ dependientes de 
voltaje tetrodotoxina (TTx) suprimió completamente la  liberación inducida por 4-AP a 
ambas [Ca2+]o   (Figura IV. 23., A y C), lo que indica que la liberación independiente de 
potenciales de acción es poco significativa en nuestra preparación, y que la inhibición 
observada no se debe a una acción del receptor sobre la maquinaria exocitótica. Por 
ta
traciones de Ca2+ extracelular está relacionada exclusivamente con una 
modulación de canales de Ca2+ del tipo P/Q. Esta hipótesis fue confirmada mediante 
experimentos en los que determinamos el efecto de L-AP4 sobre la elevación en la 
concentración intracelular de calcio inducida por 4-AP en la población de sinaptosomas, 
y en los que observamos que el agonista glutamatérgico reducía dicho incremento tanto 
a 0,5 como a 0,25 mM de Ca2+ extracelular (Figura IV. 23., B y D). 
 En resumen, estos resultados sugieren que, en ratas jóvenes, los receptores 
metabotrópicos de glutamato del grupo III, además de modular la actividad de los 
canales de Ca2+ del tipo N, modulan también la actividad de los canales del tipo P/Q, y 
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que esta modulación se ve enmascarada a altas concentraciones de Ca2+ extracelular por 








li inar la 
li ]i, los 
si a 
37 ugaron a 
ó 
 y el 
cremento en la [Ca2+]i (B y D) a 0.5 mM y a 0.25 mM de Ca2+ extracelular, [Ca2+]o. Tetrodotoxina 
Tx) fue añadida 1 minuto antes de la despolarización con 4-AP (1 mM). Los resultados son la media ± 
SEM de 4 a 7 preparaciones diferentes. 
Figura IV. 23.  L-AP4 reduce el componente de liberación y la entrada de Ca2+ asociados a canal
del tipo P/Q a bajas concentraciones de Ca2+ extracelular en ratas jóvenes. Los sinaptosom
corteza cerebral de ratas jóvenes (21 días) se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 m
bre de ácidos grasos a 37oC durante 1 hora. 1 ml de esta suspensión se utilizó para determ
beración de glutamato. Para la determinación de la concentración citosólica de Ca2+, [Ca2+
naptosomas se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 mg/ml) y se preincubaron 
oC durante 30 minutos con Fura 2-AM (5 µM) y CaCl2 (1,33 mM). A continuación se centrif
12.000 xg durante 1 minuto y se resuspendieron (0,67 mg/ml) en medio HBM con BSA, al que se añadi
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La aplicación de L-AP4 a altas y bajas concentraciones reduce las 
respuestas de Ca2+ en dos subpoblaciones diferentes de terminales sinápticos 
 
Dado que en ratas jóvenes los receptores metabotrópicos del grupo III modulan 
no sólo la actividad de los canales de Ca2+ del tipo N, sino también la de los canales de 
Ca2+ del tipo P/Q, nos planteamos, como objetivo final, conocer la distribución de los 
receptores metabotrópicos y de lo 2+s distintos canales de Ca  en los terminales sinápticos 
a estas
tienen 
canales del tipo N. 
cit
± 3,0 nM, elevándose hasta 500-800 nM en presencia de KCl (30 
mM). D
ediante una adición final de KCl, que indujo un 
increm
 edades, y determinar si, al igual que sucede en ratas adultas, los receptores de 
baja afinidad por el agonista se localizan exclusivamente en terminales que con
Para ello, en primer lugar, y con el fin de confirmar la presencia de los dos 
subtipos de receptores sensibles a L-AP4 en ratas jóvenes, procedimos a la realización 
de experimentos de imagen de calcio, en los que estudiamos el efecto de altas y bajas 
concentraciones de L-AP4 sobre el incremento en la concentración citosólica de Ca2+, 
[Ca2+] , inducido por KCl. 
En sinaptosomas de ratas jóvenes, la concentración basal de calcio fue, en 
promedio, de 78,1 
e un total de 2180 partículas analizadas, un 24,4 % respondió tanto a 20 µM 
como a 1 mM de L-AP4 (Figura IV. 24., B), mientras que un 30,3 % lo hizo sólo a la 
aplicación de 1mM de L-AP4 (Figura IV. 24., C). En un 45,3 % de las partículas L-AP4 
no modificó la respuesta al agente despolarizante (Figura IV. 24., D).  La viabilidad de 
los sinaptosomas se comprobó m
ento en la concentración citosólica de Ca2+ comparable al registrado con el pulso 
inicial.  
 Estos resultados ponen de manifiesto la existencia de 3 subpoblaciones de 
terminales sinápticos en corteza cerebral de ratas jóvenes: una que presenta receptores 
de alta afinidad por L-AP4, otra que presenta receptores de baja afinidad por el agonista, 

























Figura IV. 24. En ratas jóvenes la
aplicación de L-AP4 a bajas y altas
concentraciones revela la existencia de
dos subpoblaciones de terminales
sinápticos con diferente afinidad por el
agonista. Los sinaptosomas de corteza
cerebral de ratas jóvenes (21 días) se
resuspendieron (2 mg/ml) en un medio
HBM con B A (1 mg/ml) libre de ácidos
grasos y se preincubaron a 37oC con Fura 2-
AM (5 µM) y CaCl2 (1,33 mM) durante 45
minutos, tras lo cual fueron fijados a un
S
a
placa cubierta de polilisina durante 1 hora.
A continuación fueron transferidos a una
cámara de perfusión para su visualización
en un microscopio invertido Nikon, siendo
contínuamente perfundidos (1-1,5 ml/min)
con un medio HBM con CaCl2 (1,33 mM) a
37oC. Los campos fueron iluminados
alternativamente a 340 y 380 nm, y la
concentración citosólica de Ca2+, [Ca2+]cit,
se estimó a partir de la razón entre la
fluorescencia emitida a ambas longitudes de
onda. Las respuestas de Ca2+ fueron
inducidas por aplicaciones de 10 segundos
de duración de KCl (30 mM) en ausencia o
en presencia de 20 µM o 1mM L-AP4. Los
resultados son la media + SEM de 6-8
respuestas de sinaptosomas individuales.
Los diagramas de discos muestran el
porcentaje de terminales que presentaron
una determinada respuesta. 
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Los canales de calcio dependientes de voltaje de tipo N y P/Q coexisten en 
una fracción de terminales de corteza cere
ua
es les de ratas jóvenes, realizamos 














una presencia may itaria de los can
or KCl fue completamente 
abolida por Cd2+ (30 µM), bloqueante inespecífico de canales de Ca2+, en todos los 
sinaptosomas analizados (Figura IV. 26., A y B). 
bral de ratas jóvenes 
l es la distribución de los canales de calcio de los 
 cerebrocortica
 
Con el fin de determinar c
tipo N y P/Q en los terminal
experimentos de imagen de calcio
aplicación de los bloqueantes de c
conotoxina, y a la combinación
analizados, procedentes de 4 cam
conotoxina-GVIA (ω-CgT-GVIA)
IV. 25., A), un 42,6 ± 1,1 %  de lo
únicamente un 3,9 ± 2,0 % lo hizo
2,5 % de los terminales no fue sen
Es interesante señalar que en aque
aplicación de cada una de ellas por
respuesta de Ca2+, que sólo se
simultáneamente ambas toxinas (F
Estos resultados revelan qu
en un porcentaje significativo de te
or
e
 tipo P/Q ω-agatoxina-IVA y del tipo N ω-
de ambos. De un total de 1.644 sinaptosomas 
s diferentes, un 47,5 ± 2,0 % fue sensible a ω-
ero no a ω-agatoxina-IVA (ω-Aga-IVA) (Figura 
erminales respondió a ambas (Figura IV. 25., B), y 
lo a ω-agatoxina-IVA (Figura IV. 25., C). Un 6,1± 
le a ninguna de las dos toxinas (Figura IV. 25., D). 
s terminales que respondieron a ambas toxinas, la 
parado produjo sólo una inhibición moderada de la 
edujo de manera drástica cuando se aplicaron 
ra IV. 25., B). 
los canales de Ca2+ de los tipos N y P/Q coexisten 
inales cerebrocorticales de ratas jóvenes, e indican 
ales del tipo N en el conjunto de terminales a estas 
edades, lo que contrasta con el efecto minoritario que el bloqueo de este tipo de canales 
tiene sobre la liberación de glutamato en esta preparación. 
 
Los canales de calcio dependientes de voltaje del tipo L se expresan de 
forma minoritaria en terminales sinápticos de corteza cerebral 
 
De un total de 1.526 partículas analizadas, procedentes de 3 campos distintos, 
sólo un 4,5 ± 0,6 % mostraron respuesta al bloqueante selectivo de canales de Ca2+ del 
tipo L nifedipino (10 µM) (Figura IV. 26., B), lo que indica que la expresión de este tipo 
de canal en terminales sinápticos de corteza es muy reducida. En la misma serie de 
experimentos observamos como la respuesta inducida p
 










 Figura IV. 25. Los canales de Ca2+ de  los tipos P/Q y N coexisten en una subpoblación de terminales sinápticos
de ratas jóvenes. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas jóvenes (21 días) se resuspendieron (2 mg/ml) en un
medio HBM con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos y se preincubaron a 37oC con Fura 2-AM (5 µM) y CaCl2
(1,33 mM) durante 45 minutos, tras lo cual se fijaron a una placa cubierta de polilisina durante 1 hora. A
continuación fueron transferidos a una cámara de perfusión para su visualización en un microscopio invertido Nikon,
siendo contínuamente perfundidos (1-1,5 ml/min) con un medio HBM con CaCl2 (1,33 mM) a 37oC. Los campos
fueron iluminados alternativamente a 340 y 380 nm, y la concentración citosólica de Ca2+, [Ca2+]cit, se estimó a partir
de la razón entre la fluorescencia emitida a ambas longitudes de onda. Las respuestas de Ca2+ fueron inducidas por
aplicaciones de KCl (30mM) de 10 segundos de duración en presencia y en ausencia de ω-Agatoxina-IVA (ω-Aga-
IVA) (200 nM), ω-Conotoxina-GVIA (ω-CgT-GVIA) (2 µM) o una combinación de ambas. Los resultados son la
media + SEM de 5 a 8 respuestas de sinaptosomas individuales. Los diagramas de disco muestran el porcentaje de


















































suspe  se preincubaron 
 37oC con Fura 2-AM (5 µM) y CaCl2 (1,33 mM) durante 45 minutos, tras lo cual se fijaron a una placa 
ubierta de polilisina durante 1 hora. A continuación fueron transferidos a una cámara de perfusión para 
 visualización en un microscopio invertido Nikon, con perfusión contínua (1-1,5 ml/min) de un medio 
BM con CaCl2 (1,33 mM) a 37oC. Los campos fueron iluminados alternativamente a 340 y 380 nm, y la 
oncentración citosólica de Ca2+, [Ca2+]cit, se estimó a partir de la razón entre la fluorescencia emitida a 
mbas longitudes de onda. Las respuestas de Ca2+ fueron inducidas por aplicaciones de KCl (30mM) de 
0 segundos de duración en presencia y ausencia de nifedipino (10 µM) (Nif.) o CdCl2 (30 µM) (Cd2+). 








Figura IV. 26. El incremento en la concentración citosólica de Ca2+ inducido por KCl es insensible a 
ino en la mayor parte de los terminales, y es revertido por el bloqueante inespecífico de 
les de calcio Cd2+. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas jóvenes (21 días) se 











L  SEM de 6 a 8 respuestas de sinaptosomas individuales. Los diagramas de 
isco muestran el porcentaje de terminales que presentaron una determinada respuesta. d
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En ratas jóvenes los receptores glutamatérgicos del grupo III se localizan 
referentemente en terminales con una determinada distribución de canales de 
a2+  
 
e los terminales (30,1 ± 1,5 %) mostraron respuestas a ambas toxinas (Figura IV. 
7., B). La respuesta a ω-agatoxina-IVA de los terminales que respondieron a 1 mM de 
ás allá de lo que lo hicieron las toxinas 





 Nuestro objetivo final fue determinar si los receptores glutamatérgicos con 
diferente afinidad por L-AP4 colocalizan preferentemente con un determinado tipo de 
canal de Ca2+ o si por el contrario se distribuyen de manera aleatoria en la población de 
terminales. Para ello, registramos las respuestas individuales a KCl en presencia de 
20µM de L-AP4, 1 mM de L-AP4, ω-agatoxina-IVA y ω-conotoxina-GVIA, y 
analizamos la posible asociación entre la presencia del receptor glutamatérgico y la 
presencia de un determinado subtipo de canal. 
Un 69,9 ± 1,5 % de los terminales que respondieron a 1mM de L-AP4 pero no a 
20 µM respondieron también a ω-conotoxina-GVIA (Figura IV. 27., A), mientras que el 
resto d
2
L-AP4 fue excepcional (datos no mostrados). 
 En contraste, los terminales sensibles a 20 µM de L-AP4 respondieron a ambas 
toxinas en un 73,7 ± 1,4 % de los casos (Figura IV. 28., A), frente a un 26,3 ± 1,4 % que 
lo hizo sólo a ω-conotoxina-GVIA (Figura IV. 28., B). Ninguno de los terminales que 
respondió a 20 µM de L-AP4 mostró respuesta a ω-agatoxina-IVA.  
Es interesante señalar que en aquellos casos en los que hubo respuesta a ambas 
toxinas L-AP4 redujo las respuestas de Ca2+ m
por separado, lo que sugiere que el receptor metabotrópico reduce la actividad de ambos 
tipos de canales de Ca2+ en estos terminales. 
 En resumen, estos datos revelan que en los terminales cerebrocorticales de ratas 
jóvenes existe una mayor heterogeneidad en la localización de los receptores 
glutamatérgicos y de los canales de Ca2+ que
señalar que existe una expresión mayoritaria de los receptores de baja afinidad por L-
AP4 en terminales que expresan canales de Ca2+ del tipo N, y de los receptores de alta 
































Figura IV. 27. En la preparación de sinaptosomas de corteza cerebral de ratas jóvenes mGluR7 
ce mayoritariamente en terminales que expresan exclusivamente canales de Ca2+
naptosomas de corteza cerebral de ratas jóvenes (21 días) se resuspendieron (2 mg/ml) en 
con BSA (1 mg/ml) libre de ácidos grasos y se preincubaron a 37oC con Fura 2-AM
 (1,33 mM) durante 45 minutos, tras lo cual fueron fijados a una placa cubierta de polilisina
. A continuación fueron transferidos a una cámara de perfusión para su visualización en un 
croscopio invertido Nikon, con perfusión continua (1-1,5 ml/min) de un medio HBM con 
 37oC. Los campos fueron iluminados alternativamente a 340 y 380 nm, y la
lica de Ca2+, [Ca2+]cit, se estimó a partir de la razón entre la fluorescencia emitid
udes de onda. Las respuestas de Ca2+ fueron inducidas por aplicaciones de KCl (30m
dos de duración en presencia o en ausencia de L-AP4 (20 µM o 1 mM), ω-Agatoxina-IVA (
(200 nM) u ω-Conotoxina-GVIA (ω-CgT-GVIA) (2 µM). Los resultados son la media 
puestas de sinaptosomas individuales. Los diagramas de disco muestran el porcentaje de 
esentaron una determinada respuesta, tomando como 100 % a aquellos que respondi
 de L-AP4. 
apare  del tipo N. 
os si un medio 
BM  (5 µM) y 
aCl2  durante 
 hora
i CaCl2 (1,33 
mM) a  concentración 
tosó a a ambas 
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IV. 28. En ratas jóvenes mGluR4 aparece mayoritariamente en aquellos terminales en los 
que coexisten canales de Ca2+ de los tipos N y P/Q. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas 
jóvenes (21 días) se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio HBM con BSA (1 mg/ml) li
 se preincubaron a 37oC con Fura 2-AM (5 µM) y CaCl2 (1,33 mM) durante 45 mi
una placa cubierta de polilisina durante 1 hora. A continuación fueron transferidos a u
ón para su visualización en un microscopio invertido Nikon, siendo contínuame
l/min) con un medio HBM con CaCl2 (1,33 mM) a 37oC. Los campos fueron i
rnativamente a 340 y 380 nm, y la concentración citosólica de Ca2+, [Ca2+]cit, se estimó
razón entre la fluorescencia emitida a ambas longitudes de onda. Las respuestas de Ca2+
por aplicaciones de KCl (30mM) de 10 segundos de duración en presencia o en ausencia de L-AP4 (20 
 o 1 mM), ω-Agatoxina-IVA (ω-Aga-IVA) (200 nM) u ω-Conotoxina-GVIA (ω
Los resultados son la media + SEM de entre 6 y 7 respuestas de sinaptosomas indi
agramas de disco muestran el porcentaje de terminales que presentaron una determin
ndo como 100 % a aquellos que respondieron a 20 µM L-AP4. 
re
 
vi uales. Los 
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 EFECTOS DE LA ACTIVACIÓN SIMULTÁNEA DE LAS PROTEÍNAS 
UINASAS A Y C SOBRE LA LIBERACIÓN DE GLUTAMATO EN 
 minutos tras la adición del 
iterpeno. El activador de proteína quinasa C (PKC), PDBu (1 µM), incrementó la 
8 nmoles/mg). La liberación espontánea 
ducida por forskolina fue revertida por el inhibidor de proteína quinasa A H-89 (10 
µM) (0
,02 nmoles/mg) (Figura IV. 29., B), 
giriendo que la acción del diterpeno es mediada por la activación de proteín quinasa A 
Q
TERMINALES CEREBROCORTICALES  
 
La activación de la proteina quinasa C potencia la liberación espontánea de 
glutamato inducida por proteína quinasa A 
 
 En sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas, la activación de adenilato 
ciclasa mediante forskolina (100 µM) indujo una liberación espontánea de glutamato de 
0,59 ± 0,06 nmoles/mg a lo largo de los 5 primeros
d
liberación sólo en 0,11 ± 0,03 nmoles /mg (Figura IV. 29., A y B). La aplicación 
conjunta de forkolina y PDBu produjo, sin embargo, un importante incremento de la 
liberación espontánea de glutamato (1,67 ± 0,0
in
,17 ± 0,05 nmoles /mg), y por el inhibidor de proteínas quinasas de amplio 
espectro staurosporina (100 nM) (0,20 ± 0
su
(PKA). El análogo inactivo de PDBu, α-PDD (1 µM), no potenció la liberación 
inducida por forskolina (0,45 ± 0,06 nmol/mg). De manera similar, la combinación del 
análogo inactivo de forkolina, 1,9-dideoxiforskolina (100 µM), y de PDBu tampoco 
estimuló la liberación espontánea de glutamato de manera significativa (0,22 ± 0,06 
nmol/mg), indicando que los efectos de forskolina y PDBu son específicos. El inhibidor 
de amplio espectro staurosporina revirtió significativamente la liberación inducida por 
la aplicación conjunta de forskolina y PDBu (0,35 ± 0,05 nmol/mg) (Figura IV. 29., B), 
indicando que las respuestas mediadas por estos agentes son dependientes de la 
activación de proteína quinasa A y proteína quinasa C, más que de un efecto de AMPc 











Figura IV. 29. La activación de proteína quinasa C potencia la liberación espontánea de glutamato 
inducida por proteína kinasa A. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) 
purificados mediante gradientes de Percoll se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 
mg/ml) a 37oC durante 1 hora. 1 ml de esta suspensión se utilizó para determinar la liberación de 
glutamato. La liberación de glutamato dependiente de Ca2+ se calculó como la diferencia entre la 
liberación obtenida en los 5 minutos siguientes a la aplicación de forskolina (Forsk) (100 µM)  y/o PDBu  
(1 µM) en presencia de CaCl2 1,33 mM y la obtenida en un medio en el que se mantuvo una 
concentración de Ca2+ libre de 200 nM. Los análogos inactivos de forskolina y PDBu, 1,9-
dideoxiforskolina y α-PDD se emplearon a concentraciones de 100 µM y 1 µM respectivamente. El 
inhibidor de proteína quinasas staurosporina (Stau) (100 nM) y el inhibidor de proteína quinasa A H-89 
(10 µM) se añadieron 30 minutos antes de la realización de los ensayos correspondientes. Los resultados 
son la media ± SEM de 6 a 8 experimentos diferentes. 
 
 
La liberación espontánea inducida por forskolina fue enteramente sensible al 
loqueante de canales de Na+ dependientes de voltaje tetrodotoxina (TTx) (datos no b
mostrados; Herrero y Sánchez-Prieto, 1996b), lo que sugiere que la facilitación de la 
liberación producida por la activación de PKA podría ser debida a una modulación de 
canales de Na+ o de K+. Dado que la fosforilación por PKA inhibe la actividad de los 
canales de Na+ dependientes de voltaje (Gershon y cols., 1992; Smith y Golding, 1997; 
D´Alcantara y cols., 1999), parece más probable que la capacidad de PKA para inducir 
potenciales de acción espontáneos resulte de una inhibición de corrientes de K+, 
posiblemente de tipo IK(A) (Hoffman y Johnston, 1998; Anderson y cols., 2000; Schrader 
y cols., 2002). Por otro lado, el hecho de que la activación de PKC carezca de efecto por 
sí misma pero potencie la liberación inducida por forskolina apunta hacia una 
 




liberación inducida por 30 mM de KCl al final de cada ensayo, con el 
objetivo de determinar el contenido de glutamato vesicular total de la preparación. En 
condici
anera que la adición subsiguiente de 
KCl (30 mM) liberó la casi totalidad del glutamato vesicular (3,55 ± 0,12 nmoles/mg). 
La apli
ción o bien de canales de Ca2+ o bien de los canales de K+ que regulan la 
duración de los potenciales de acción. La modulación de estos canales de K+ por 
proteína quinasa C estaría de acuerdo con la observación de que la aplicación conjunta 
de forskolina y del bloqueante de canales de K+ tetraetilamonio (TEA) o la combinación 
de 4-AP y PDBu muestran un efecto supraaditivo sobre la liberación de glutamato, algo 
que no sucede cuando se combinan forskolina y 4-AP o TEA y PDBu (datos no 
mostrados).  
 
La liberación espontánea inducida por forskolina y PDBu no depende de un 
incremento en el número de sitios de liberación 
 
La actividad de PKA y PKC ha sido relacionada con un aumento en el número 
de sitios de liberación (Chavis y cols., 1998) y con un incremento de la movilización de 
vesículas desde el compartimento de reserva hacia la zona activa (Stevens and Sullivan, 
1998; Waters y Smith, 2000; Foletti y cols., 2001). Con el fin de determinar si estos 
mecanismos contribuyen a los efectos observados en presencia de los activadores de las 
quinasas, realizamos experimentos de liberación de mayor duración (15 minutos), 
midiendo la 
ones basales, la liberación espontánea de glutamato a lo largo de 10 minutos fue 
de 0,50 ± 0,07 nmoles/mg (Fig IV. 30., Ay B), de m
cación de forskolina y PDBu indujo una liberación de 2,69 ± 0,14 nmoles/mg, 
mientras que el KCl añadido a continuación sólo liberó 1,35 ± 0,09 nmoles/mg (Figura 
IV. 30., A y B).  
Estos resultados sugieren que el glutamato liberado por forskolina y PDBu y el 
liberado por KCl provienen del mismo compartimento vesicular, y que el tamaño de 
este compartimento no se modifica tras la activación de las proteínas quinasas A y C. 
Por tanto, podemos descartar que un incremento del número de sitios de liberación sea 
el responsable de los efectos de las quinasas en nuestra preparación. Si la facilitación de 
la liberación observada tras la activación de PKA y PKC resulta de un incremento de la 
movilización de vesículas, ésta debe ocurrir a costa del compartimento de reserva y sin 
cambio en el contenido de glutamato vesicular total.  
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IV. 30. El glutamato liberado por forskolina y PDBu y el liberado por KCl pertenecen al 
mismo compartimento vesicular. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 m
icados mediante gradientes de Percoll se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con B
/ml) a 37oC durante 1 hora. 1 ml de esta suspensión se utilizó para determinar la lib
amato. La liberación de glutamato dependiente de Ca2+ se calculó como la diferencia entre la 
liberación obtenida en los 15 minutos siguientes a la aplicación de forskolina (Forsk) (100 µM)
M) en presencia de CaCl2 1,33 mM y la obtenida en un medio en el que se mant
concentración de Ca2+ libre de 200 nM. KCl (30 mM) se aplicó 10 minutos después del act
eína kinasa C. En los experimentos con tetrodotoxina (TTx) (1 µM), ésta se aplicó 1 minut
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La liberación inducida por forskolina y PDBu depende de la actividad de 
anales de Ca2+ dependientes de voltaje, pero sólo parcialmente de la génesis de 
otenciales de acción 
Dado que la liberación espontánea de glutamato inducida por forskolina es 
bolida por el bloqueante de canales de Na+ dependientes de voltaje tetrodotoxina (TTx) 
inducid
 de tipo N y P/Q, ω-CgT-MVIIC (10 µM), suprimió en un 91,4 
 dicha liberación (Figura IV. 31., A y B). 
 
Figura IV. 31. La liberación espontánea de glutamato inducida por forskolina y PDBu depende de 
la actividad de canales de Ca2+ dependientes de voltaje. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas 
adultas (2-3 meses) purificados mediante gradientes de Percoll se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM 
con BSA (1 mg/ml) a 37oC durante 1 hora. 1 ml de esta suspensión se utilizó para determinar la liberación 
de glutamato. La liberación de glutamato dependiente de Ca2+ se calculó como la diferencia entre la 
liberación obtenida en los 10 minutos siguientes a la aplicación de forskolina (Forsk) (100 µM) y PDBu 
(1 µM) en presencia de CaCl2 1,33 mM y la obtenida en un medio en el que se mantuvo una 
concentración de Ca2+ libre de 200 nM. Los bloqueantes de canales de Ca2+ del tipo N, ω-conotoxina-
GVIA (ω-CgT-GVIA) (2 µM), del tipo P/Q, ω-agatoxina-IVA (ω-Aga-IVA) (200 nM), y el bloqueante 
inespecífico de canales de Ca2+ ω-conotoxina-MVIIC (ω-CgT-MVIIC) (10 µM) fueron añadidos 100 






(datos no mostrados; Herrero y Sánchez-Prieto, 1996b), nos planteamos si la aplicación 
de la toxina era capaz de inhibir la liberación inducida por la combinación de forskolina 
y PDBu. Para nuestra sorpresa, esta liberación fue reducida sólo en un 51,6 ± 2,8 % en 
presencia de TTx (1 µM) (Figura IV. 30., A y B), indicando que una fracción sustancial 
de la liberación no depende de la génesis de potenciales de acción. La liberación 
a por forskolina y PDBu sí fue, por el contrario, dependiente de la entrada de 
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El efecto de forskolina y PDBu sobre la liberación espontánea de glutamato 
depende en parte de una modulación directa de canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje 
 
 Es improbable que el componente de liberación resistente a TTx observado en 
presencia de forskolina y PDBu esté relacionado con la actividad de canales de Na+ 
dependientes de voltaje resistentes a la toxina. Aunque la existencia de estos canales 
está descrita, su expresión se encuentra limitada al Sistema Nervioso Periférico 
(Akopian y cols., 1996; Sangamesguaran y cols., 1996; Dib-Hajj y cols., 1998; Rabert y 
cols., 1998; Renganathan y cols., 2000; Sleeper y cols., 2000; Scholz y Vogel, 2000; 
Steffens y cols., 2001; Fang y cols., 2002; Black y cols., 2003), no existiendo evidencias 
sobre su expresión a nivel central (Ogata y cols., 2000; Dib-Hajj y cols., 2002).  
IV. 32., A). Aunque la despolarización por KCl activa canales de Na+ 




 Otra posibilidad es que el componente resistente a TTx sea debido a una 
modulación directa de canales de Ca2+ por la activación de PKA (Fukuda y cols., 1996) 
o de PKC (Stea y cols., 1995) en ausencia de potenciales de acción. Para estudiar esta 
posibilidad procedimos a la realización de experimentos de liberación de glutamato en 
presencia de TTx y de concentraciones submáximas de KCl, analizando el efecto de los 
activadores de PKA y PKC y de las distintas toxinas de canales de Ca2+ sobre dicha 
liberación. 
 La liberación inducida por 30 mM de KCl fue totalmente insensible a TTx 1 µM 
(Figura 
d
sostenida, y que permanezcan en este estado durante toda la duración del experimento 
de liberación, siendo mínima su contribución a la liberación total. En cambio la 
liberación inducida por el bloqueante de canales de K  4-aminopiridina (4-AP) (1 mM), 
fue completamente abolida por la toxina (Figura IV. 32., B). Curiosamente, cuando se 
emplearon concentraciones submáximas de KCl (10 mM) observamos la presencia de 
dos componentes, uno sensible a TTx (60,3 %) y otro resistente a la toxina (39,7 %) 
(Figura IV. 32., C). El componente resistente a TTx (0,89 ± 0,07 nmols/mg) se 
incrementó significativamente en presencia de forskolina (100 µM) y PDBu (
(Figura IV. 32., D), sugiriendo una efecto directo de las quinasas sobre canales de Ca  
dependientes de voltaje.  
  
 






Figura IV. 32. La liberación espontánea de glutamato inducida por forskolina y PDBu depende en 
parte de una modulación positiva de canales de Ca2+ dependientes de voltaje del tipo N. Los 
sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) purificados mediante gradientes de Percoll 
se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 mg/ml) a 37oC durante 1 hora. 1 ml de esta 
suspensión se utilizó para determinar la liberación de glutamato. La liberación de glutamato dependiente 
de Ca2+ se calculó como la diferencia entre la liberación obtenida en los 5 minutos siguientes a la 
despolarización mediante KCl (30 o 10 mM) o 4-aminopiridina (4-AP) (1 mM) en presencia de CaCl2 
1,33 mM y la obtenida en un medio en el que se mantuvo una concentración de Ca2+ libre de 200 nM. 
TTx (1 µM) fue añadida 60 segundos antes de la despolarización. Forskolina (Forsk) (100 µM) y PDBu 
(1 µM) se añadieron 10 y 5 segundos respectivamente antes que KCl (10 mM). Los bloqueantes de 
canales de Ca2+ del tipo N, ω-conotoxina-GVIA (ω-CgT-GVIA) (2 µM) y del tipo P/Q, ω-agatoxina-IVA 
(ω-Aga-IVA) (200 nM) fueron añadidos 100 segundos antes de despolarizar. Para la determinación de la 
concentración citosólica de Ca2+, [Ca2+]cit, los sinaptosomas se resuspendieron (2 mg/ml) en un medio 
HBM con BSA (1 mg/ml) y se preincubaron a 37oC durante 30 minutos con Fura 2-AM (5 µM) y CaCl2 
(1,33 mM). A continuación se centrifugaron a 12.000 xg durante 1 minuto y se resuspendieron (0,67 
mg/ml) en medio HBM con BSA libre de ácidos grasos, al que se añadió CaCl2  (1,33 mM). Los 
resultados son la media ± SEM de 3 a 6 experimentos diferentes. 
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Con el objetivo de confirmar que esta potenciación de la liberación es 
consecuencia de una acción sobre los canales de Ca2+ dependientes de voltaje 
determinamos los efectos producidos por forskolina y PDBu sobre el incremento en la 
concentración citoplásmica de Ca2+, [Ca2+]cit, inducido por 10 mM de KCl en la 
población de sinaptosomas. Como se muestra en la Figura IV. 32., E, la elevación de la 
[Ca2+]cit inducida por el agente despolarizante fue potenciada significativamente por los 
activadores de las quinasas. Para determinar si la modulación de los canales de Ca2+ 
afecta específicamente a un tipo de canal realizamos experimentos de liberación en los 
que analizamos los efectos de los bloqueantes de canales de Ca2+ del tipo P/Q, ω-
agatoxina-IVA (ω-Aga-IVA) (200 nM), y del tipo N, ω-conotoxina-GVIA (ω-CgT-
GVIA) (2 µM). La liberación inducida por 10 mM de KCl en presencia de TTx fue 
prácticamente insensible a ω-conotoxina-GVIA, siendo completamente abolida por ω-
agatoxina-IVA (Figura IV. 32., F), lo que sugiere que, en aquellas situaciones en las que 
existe una menor entrada de Ca2+ en el terminal, toda la liberación de glutamato es 
dependiente de la entrada de Ca2+ a través de canales del tipo P/Q, hecho que está de 
acuerdo con el mejor acoplamiento de este tipo de canales a la exocitosis de glutamato. 
En presencia de forskolina y PDBu, buena parte de la liberación (56,9 ± 6,0 %) fue, por 
el contrario, sensible a ω-conotoxina-GVIA (Figura IV. 32., F), lo que sugiere una 
modulación positiva por parte de las proteínas quinasas A y C sobre los canales de Ca2+ 
del tipo N. 
 Para confirmar que los resultados obtenidos representan realmente una 
odulación directa sobre canales de Ca2+ es necesario excluir un efecto despolarizante m
de forkolina y PDBu adicional al producido por la despolarización con 10 mM de KCl, 
que pudiera ser responsable del reclutamiento de canales de Ca2+ y del incremento en la 
[Ca2+]cit  y en la liberación de glutamato observados. Los experimentos realizados con la 
sonda fluorescente DiSC3(5) mostraron, sin embargo, que la magnitud de la 
despolarización inducida por 10 mM de KCl en presencia de TTx no se modificó 
significativamente por la aplicación previa de forskolina y PDBu (Figura IV. 33.), lo 
que confirma que la potenciación de la liberación de glutamato observada en presencia 












contenía CaCl2 1,33 mM y el indicador fluorescente DiSC3(5) 5 µM, determinándose el  potencial de 
de voltaje tetrodotoxina, TTx (1 µM) fue añadido 60 segundos antes de despolarizar con KCl (10 mM
amente que KCl. Los resultados son la media ± SEM de 3 experimentos diferentes. 
GVIA (56,9 %) sea significativamente mayor a la encontrada en condiciones de 



















Figura IV. 33. Forskolina y PDBu no modifican la magnitud de la despolarización inducida por 10 
mM de KCl en presencia de TTx. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) 
purificados mediante gradientes de Percoll se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 
mg/ml) a 37oC durante 1 hora. 1 ml de esta suspensión se transfirió a una cubeta de fluorímetro que 
membrana tal y como se describe en Materiales y Métodos. El bloqueante de canales de Na+ dependientes 
). 




Aunque los resultados obtenidos muestran que la activación de las proteínas 
quinasas A y C aumenta significativamente el componente de liberación asociado a los 
canales de Ca2+ del tipo N, no queda claro si estas quinasas afectan exclusivamente a 
este tipo de canales o actúan también sobre los canales del tipo P/Q. Una posibilidad es 
que las quinasas estén actuando sobre ambos tipos de canales de Ca2+, pero que, debido 
a la menor eficacia con la que los canales del tipo N están acoplados a la exocitosis, el 
incremento en la corriente de Ca2+ afecte proporcionalmente más al componente 
dependiente de este tipo de canales que al asociado a los canales P/Q. Sin embargo, el 
hecho de que la magnitud de la inhibición observada en presencia de ω-conotoxina-
despolarización
 
Resultados                                                                    
 
95 
que el efecto observado podría deberse realmente a una modulación selectiva sobre 
anales de Ca2+ del tipo N. 
 
Forskolina y PDBu estimulan la liberación de glutamato por una acción 
irecta sobre la maquinaria exocitótica 
 
El ionóforo de Ca2+ ionomicina incrementa la concentración intrasinaptosomal 
e Ca2+ e induce la liberación espontánea de glutamato vesicular por un mecanismo 
dependiente de la apertura de canales de Ca2+ dependientes de voltaje. El empleo de 
ste ionóforo es, por tanto, una herramienta muy útil para estudiar aquellas 
odulaciones que tienen lugar sobre la maquinaria exocitótica (Sihra y cols, 1992). 
omo se muestra en la figura IV. 34., A y B, ionomicina 4 µM indujo una liberación 
spontánea de glutamato de 1,36 ± 0,08 nmols/mg, que fue potenciada por forskolina 
2,79 ± 0,11 nmoles/mg), PDBu (3,48 ± 0,12 nmoles/mg) y por la aplicación conjunta 
e ambos (4,44 ± 0,09 nmoles/mg). Dado que las proteínas quinasas A y C actúan sobre 
a fue 
similar a la obtenida en ausencia de las toxinas (1,44 ± 0,07 nmoles/mg) (Figura IV. 34., 
C y D), lo que confirma que la liberación inducida por el ionóforo es completamente 
independiente de la actividad de canales de Ca . Las toxinas de canales de Ca  sí 
redujeron, sin embargo, la potenciación de la liberación producida por forskolina y 
PDBu, que aún así siguió siendo significativa (Figura IV. 34., C y D), reflejando una 
acción de las quinasas sobre la maquinaria exocitótica.     
 La modulación directa de la maquinaria exocitótica por la coactivación de las 
proteínas quinasas A y C está de acuerdo con la fosforilación por PKA de proteínas 
vesiculares como rabfilina, sinapsina I o snapina (Lonart y Sudhof, 1998a; Hosaka y 












canales de Ca2+ dependientes de voltaje, es posible que los datos obtenidos en los 
experimentos de ionomicina reflejen no sólo un efecto sobre la maquinaria exocitótica, 
sino también una acción sobre los canales de Ca2+, por lo que repetimos estos ensayos 
de liberación en presencia de los bloqueantes de canales ω-agatoxina-IVA y ω-
conotoxina-GVIA. En estas condiciones, la liberación inducida por ionomicin
2+ 2+
fosforilación de algunas de las proteínas relacionadas con la fusión de las vesículas a la 
membrana como SNAP-25 y munc/nSec1 (Fujita y cols., 1996; Genoud y cols., 1999).  
 
 







CaCl  1,33 mM y la obtenida en un medio en el que se mantuvo una concentración de Ca  libre de 200 
2+
 
ntes que ionomicina. Los resultados son la media ± SEM de 7 experimentos diferentes. 
 
V. 34. Forskolina y PDBu estimulan la liberación espontánea de glutamato inducida por el 
ionóforo de Ca  ionomicina. Los sinaptosomas de corteza cerebral de ratas adultas (2-3 meses) 
purificados mediante gradientes de Percoll se incubaron (0.67 mg/ml) en medio HBM con BSA (1 
mg/ml) a 37oC durante 1 hora. 1 ml de esta suspensión se utilizó para determinar la liberación de 
glutamato. La liberación de glutamato dependiente de Ca2+ se calculó como la diferencia entre la 
liberación obtenida en los 5 minutos siguientes a la aplicación de ionomicina (4 µM) en presencia de 
2
2+
nM. Forskolina (Forsk) (100 µM) y PDBu (1 µM) se añadieron 10 y 5 segundos antes, respectivamente, 
de la adición del ionóforo. Los bloqueantes de canales de Ca  del tipo N, ω-conotoxina-GVIA (ω-CgT-
GVIA) (2 µM) y del tipo P/Q, ω-agatoxina-IVA (ω-Aga-IVA) (200 nM), fueron añadidos 100 segundos
a
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El mecanismo por el cual la modulación directa de la maquinaria exocitótica 
estimula la liberación de glutamato es desconocido, aunque en nuestra preparación no 
parece estar relacionado con un incremento en la tasa de reciclamiento vesicular, ni con 
un aumento del número de sitios de liberación. Otra posibilidad es que la acción de las 
quinasas aumente la sensibilidad de la maquinaria exocitótica al Ca2+, tal y como ha 
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VALIDEZ DE LA PREPARACIÓN DE SINAPTOSOMAS PARA EL 
ESTUDIO DE MECANISMOS PRESINÁPTICOS 
 
 na de las ventajas de la preparación de sinaptosomas en el estudio de los 
mecanismos presinápticos que modulan la liberación de neurotransmisores es que 
permite determinar los niveles de segundos mensajeros (Ca2+, DAG, AMPc, GMPc, 
etc.), y así conocer las vías de transducción de señales activadas por los receptores 
presinápticos en relación con el mecanismo modulador. Otra ventaja de esta preparación 
frente a los estudios electrofisiológicos es que posibilita el análisis de respuestas 
individuales, permitiendo, por ejemplo, estudiar la distribución de los canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje en terminales individuales, o determinar el porcentaje de 
terminales que presentan un determinado receptor. Además, la fijación de los 
sinaptosomas a una cubierta polilisinada permite la aplicación de técnicas 
inmunocitoquímicas para conocer, por ejemplo, el porcentaje de terminales 
glutam  la preparación, o la identidad de los 
receptores objeto de estudio.  
ntre los inconvenientes de la preparación figura la posibilidad de 
contam ación por elementos postsinápticos o por elementos gliales. Con el objetivo de 
evaluar el grado de contaminación postsináptica en nuestra preparación de sinaptosomas 
realizamos experimentos inmunocitoquímicos empleando anticuerpos frente a la 
subunidad NMDAR1 de los receptores NMDA y frente a las subunidades GluR2 y 3 de 
los receptores AMPA. Estos experimentos mostraron una inmunopositividad de entre un 
1,89 % y un 7,91 % para NMDAR1 y de entre un 5,36 % y un 12,65 % para GluR2/3 
(datos no mostrados), lo que en principio sugiere un bajo nivel de contaminación 
postsináptica en nuestra preparación. El hecho de que los receptores metabotrópicos del
grupo III sean fundamentalmente presinápticos (Shigemoto y cols., 1996, 1997; 
Kinoshita y cols., 1996a, 1996b, 1998; Kosinski y cols., 19
minimiza, por otro lado, la influencia de una posible contaminación postsináptica. Esto
está de acuerdo con el hecho de que todo el marcaje inmunocitoquímico para los
receptores del grupo III se haya encontrado exclusivamente en partículas que muestran
marcaje positivo para sinaptofisina (Figuras IV. 14 y IV. 19), empleada comúnmente
como marcador presináptico.  
U
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Durante mucho tiempo se pensó que la alta capacidad de recaptación de 
glutamato exhibida por los sinaptosomas era debida a la contaminación por elementos 
liales, ya que no se habían identificado transportadores de membrana en los terminales 
 
noshita y cols., 1998), y con otros trabajos que muestran 
una expresión más restringida de los receptores de los tipos mGluR4 (Ohishi y cols., 
g
sinápticos, y el principal transportador de glutamato detectado en corteza cerebral, 
GLT1, parecía localizarse exclusivamente en astrocitos. La capacidad de los terminales 
para captar glutamato fue demostrada por Gundersen y cols. (1993) mediante 
experimentos con rodajas de tejido cerebral, que mostraron la existencia de un 
transporte de D-aspártico en terminales de sinapsis asimétricas, puesto de manifiesto 
mediante anticuerpos anti-aspártico. Recientemente, además, se ha encontrado que un 
subtipo de GLT1, GLT1b, que se expresa de manera abundante en corteza cerebral, 
hipocampo, estriado, tálamo y cerebro medio, se localiza en terminales sinápticos, 
además de en dendritas y en astrocitos (Chen y cols., 2002; Suchak y cols., 2003). Estos 
hallazgos confirman la capacidad intrínseca de los sinaptosomas para recaptar 
glutamato, aunque por sí mismos no excluyen la posibilidad de que exista un cierto 
grado de contaminación glial en la preparación de sinaptosomas. 
   
 
MODULACIÓN DE LA LIBERACIÓN DE GLUTAMATO POR 
RECEPTORES METABOTRÓPICOS DEL GRUPO III EN CORTEZA 
CEREBRAL DE RATAS ADULTAS 
 
 
Identidad del receptor 
 
El perfil farmacológico de la respuesta a L-AP4 en los ensayos de liberación 
(Figura IV. 1), junto con los datos obtenidos en los experimentos de inmunocitoquímica 
(Figura IV. 14), sugieren que el receptor metabotrópico responsable de las acciones de 
L-AP4 en terminales de ratas adultas (2-3 meses) es un receptor del tipo 7. Este 
resultado está de acuerdo con trabajos previos que muestran un alto nivel de expresión 
en corteza cerebral tanto del ARNm de mGluR7 (Ohishi y cols., 1995; Kinzie y cols., 
1995) como de su proteína (Ki
 




R7 son funcionales en 
estra reparación y, por otro lado, que mGluR7 reduce la respuesta de Ca2+ en la 
ayoría de estos terminales. Aunque los experimentos de imagen de Ca2+ no nos 
ermiten discriminar si las respuestas a L-AP4 se localizan exclusivamente en 
termina
os, si bien no se puede descartar la presencia de 
stos receptores en terminales GABAérgicos, tal y como ha sido descrito recientemente 
alezios y cols., 2002).   
 
orti y cols., 2002) y mGluR8 (Saugstad y cols., 1997) en esta región cerebral. 
Las altas concentraciones de L-AP4 requeridas para inhibir la liberación de glutamato 
(0,1-1 mM) (Figura IV. 1.) están de acuerdo con la baja afinidad de mGluR7 por L-AP4 
observada en sistemas heterólogos (Okamoto y cols., 1994; Saugstad y cols., 1994; 
Conn y Pin, 1997; Schoepp y cols., 1999; Cartmell y Schoepp, 2000). Por otro lado, el 
hecho de que concentraciones más bajas de L-AP4 no tengan efecto alguno, ni sobre la 
liberación de glutamato (Figura IV. 1.), ni sobre el incremento en la concentración 
citosólica de Ca2+ inducido por la despolarización (Figura IV. 13.), confirma la ausencia 
de acciones mediadas por receptores de alta afinidad por L-AP4 en la preparación de 
corteza cerebral de ratas adultas. 
Los estudios de imagen de Ca2+ muestran que L-AP4 (1 mM) reduce 
drásticamente la entrada de Ca2+ inducida por la despolarización en una subpoblación de 
terminales (28,4 %) (Figura IV. 12) similar a la que se marca con anticuerpos frente a 
mGluR7 en los ensayos de inmunocitoquímica (29,1 %) (Figura IV. 14.). Esto sugiere, 




les glutamatérgicos, el hecho de que L-AP4 reduzca la liberación de glutamato 
inducida por KCl en un 25,5 % (Figura IV. 1.) sugiere que la mayoría de los terminales 




Mecanismo de acción  
 
 La reducción de la liberación de glutamato producida por L-AP4 parece debida a 
una inhibición de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje, como lo sugiere el hecho 
de que el agonista reduzca el incremento en la concentración citosólica de Ca2+ inducido 
por la despolarización tanto en ensayos en los que se mide la respuesta en el conjunto de 
la población de sinaptosomas (Figura IV. 3.) como en terminales individuales (Figura 
IV. 12.). Ahora bien, la aditividad observada entre la inhibición de la liberación 
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producida por el bloqueante de canales de Ca2+ del tipo P/Q, ω-agatoxina-IVA, y la 
producida por L-AP4, junto con la falta de aditividad entre la acción de L-AP4 y la del 
bloqueante de canales de Ca2+ del tipo N, ω-conotoxina-GVIA (Figura IV. 3.), sugieren 
una inhibición preferente de los canales de Ca2+ del tipo N por parte del receptor. Este 
dato es confirmado por los experimentos de imagen, que muestran que el 95,4 % de los 
terminales que responden a L-AP4 responden también a ω-conotoxina-GVIA, mientras 
que sólo un 4,6 % lo hace a ω-agatoxina-IVA (Figura IV. 17.). La escasa colocalización 
entre el receptor y los canales de Ca2+ del tipo P/Q en los terminales explicaría, por sí 
sola, la ausencia de acciones moduladoras de estos receptores sobre los canales del tipo 
P/Q en ratas adultas. 
 
ecta entre las subunidades βγ de la proteína G y el canal de 
a2+, efecto que tendría lugar a través de un mecanismo delimitado de membrana, sin 
mediación de segundos mensajeros que activen a las proteínas quinasas A ó C.  
  
 
Saugstad y cols., 1994; Duvoisin y cols., 1995; Wu y cols., 1998a), la relevancia 
La inhibición de la liberación de glutamato producida por L-AP4 es revertida 
tras la incubación con toxina pertúsica (PTX) (Figura IV. 1.), lo que indica la 
participación de una proteína G de tipo Gi/Go. Esta inhibición tiene lugar además en 
ausencia de cambios detectables en los niveles intracelulares de AMPc (Figura IV. 2.), y 
es insensible a los inhibidores de proteína quinasa A y proteína quinasa C (Figura IV. 
1.), lo que sugiere que no depende de la formación de segundos mensajeros difusibles ni 
de fosforilaciones mediadas por estas kinasas. Los antagonistas de calmodulina sí 
revierten, por el contrario, la inhibición de la liberación producida por L-AP4, 
probablemente porque favorecen el secuestro de las subunidades βγ de la proteína G por 
el receptor (O´Connor y cols., 1999; El Far y cols., 2001; Dev y cols., 2001; Sorensen y 
cols., 2002), impidiendo sus acciones sobre el canal de Ca2+. Globalmente estos 
resultados sugieren que la modulación de los canales de Ca2+ del tipo N por mGluR7 se 
debe a una interacción dir
C
Repercusión funcional del acoplamiento negativo de los receptores 
metabotrópicos del grupo III a la vía de señalización de adenilato ciclasa/AMPc 
 
Aunque los receptores metabotrópicos del grupo III están acoplados 
negativamente a adenilato ciclasa (Tanabe y cols., 1993; Okamoto y cols., 1994; 
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fisiológica de esta vía de señalización en terminales sinápticos es desconocida. En esta 
Tesis Doctoral hemos mostrado que la activación de mGluR7 reduce los niveles de 
AMPc sólo cuando existe una activación previa de la vía de adenilato 
ciclasa/AMPc/PKA (Figura IV. 8.), y que esta acción reduce la facilitación de la 
liberación de glutamato inducida por un incremento de AMPc (Figura IV. 9.).  
El hecho de que L-AP4 reduzca significativamente la liberación inducida por 
forskolina, pero no la inducida por el análogo de AMPc Sp-8-Br-cAMPS (Figura IV. 
9.), que activa directamente proteín kinasa A por un mecanismo independiente de 
adenilato ciclasa, indica que la inhibición de la liberación es consecuencia directa de la 
reducción de la actividad de adenilato ciclasa por el receptor. La activación de 
2+
receptor 
tras la fosforilación del receptor (Macek y cols., 1998, 1999). A pesar de 
esto, no es descartable que parte de la acción de la quinasa sea debida a la fosforilación 
del can 2+
 
receptores β-adrenérgicos con isoproterenol mimetiza la acción de forskolina, 
provocando un incremento en los niveles intracelulares de AMPc y una liberación 
espontánea de glutamato, que también son revertidos por L-AP4 (Figura IV. 10.). Estos 
resultados revelan la existencia de una interacción funcional entre receptores β-
adrenérgicos y receptores metabotrópicos del grupo III, que podrían modular la 
transmisión sináptica glutamatérgica en base a los niveles de AMPc y a la activación de 
la proteína quinasa A resultantes de esta interacción. 
A pesar de que el efecto del receptor glutamatérgico sobre los canales de Ca2+ no 
depende de la activación de la proteína quinasa A ni de la proteína quinasa C, la 
activación de esta última previene no sólo la inhibición de la liberación de glutamato 
(Figura IV. 7.) y la reducción de la [Ca ]c (Figura IV. 3.) inducidos por L-AP4, sino 
también la reducción de los niveles de AMPc (Figura IV. 8.), lo que sugiere una acción 
directa de la quinasa sobre el receptor. Esto estaría de acuerdo con la existencia de sitios 
de fosforilación para PKC en mGluR7 (Nakajima y cols., 1999;  Dev y cols., 2000; 
Airas y cols., 2001), y con la subsiguiente supresión del acoplamiento entre el 
y la proteína G 
al de Ca , y a la consiguiente supresión de la acción inhibidora de las 

















glutamato sensible a L-AP4 en terminales cerebro
de proteínas Gi/Go, lo que conduce a la inhibición de
situac
PKC 
iones en las que existe una activación previa de
se traduce en una inhibición de la vía facilitadora
activación de PKA y PKC suprime los efectos del rec
el caso de PKA revela la existencia de una intera





MODULACIÓN DE LA LIBERACIÓN
RECEPTORES METABOTRÓPICOS DEL G
CEREBRAL DE RATAS JÓVENES 
 
Identidad del receptor 
  
El hecho de que la inhibición de la liberació
jóvenes (21 días) sigua una curva dosis-respuesta de 










Figura V. 1. Esquema del mecanismo de acción d
activación de mGluR7 inhibe la actividad de los ca
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dos tipos de receptores sensibles a L-AP4 con diferente afinidad por el agonista. Los 
xperimentos de inmunocitoquímica confirman esta hipótesis, al mostrar un amplio 
arcaje tanto para mGluR para m , aunque  mGluR8 (Figura IV. 
9.), sugiriendo, por tanto, que mGluR7 es el receptor responsable de los efectos 
observados con altas concentraciones de L-AP4, mientras que mGluR4 media las 
acciones observadas con bajas concentraciones del agonista.  
o  obtenid studio agen de Ca2+ son bastante s es a 
los observados en los ensayos inmunocitoquímicos. Así, la aplicación de 1 mM de L-
AP4 redujo las respuestas de Ca2+ en un 30,3 %  (Figura IV. 24.), 
mientras que mGluR7 se detectó en un 29,5 % de las partículas positivas para 
sinaptofisina (Figura IV. 19.). Por su parte, 20 µM de L-AP4 inhibió las respuestas de 
Ca2+ en









este sentido, existen datos que sugieren un cambio de este tipo en otras áreas cerebrales, 
como en la región CA1 de hipocampo, donde concentraciones de L-AP4 del orden de 
25-100 M inhiben la transmisión sináptica en ratas jóvenes (9-14 días) pero no en ratas 
adultas
cols., 1996).  
ecanismo de acción 
e
m 7 como GluR4 no para
1
imilarL s datos os en los e s de im
de los terminales
 un 24,4 % de los terminales (Figura IV. 24. ue mGluR4 se detectó ), mientras q
9.). Dado que la inhibición de la liberación de glutamato atribuible a mGluR7 y a
GluR4 en los estudios de población fue de un 24,1 % y de un 22,2 % respectivamente
igura IV., 18.), parece que tanto mGluR7 como mGluR4 se expresan
redominantemente en terminales glutamatérgicos,  aunque su presencia en terminales
ABAérgicos no puede ser descartada (Semyanov y Kullman, 2000; Corti y cols.
002). 
La presencia de mGluR4 en corteza cerebral de ratas jóvenes y su ausencia en
tas adultas indica una caída en la expresión de estos receptores con el desarrollo. En
µ
 (Baskys y Malenka, 1991; Ross y cols., 2000), mientras que altas 
concentraciones de L-AP4 sí deprimen, sin embargo, la transmisión sináptica en estas 





Al igual que sucede en ratas adultas, en ratas jóvenes L-AP4 redujo el 
incremento en la concentración citosólica de Ca2+ inducido por la despolarización tanto 
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en la población de sinaptosomas (Figura IV. 21.) como en experimentos de imagen de 
Ca2+ de terminales individuales (Figura IV. 24.). La aditividad observada entre la 
inhibición de la liberación producida por el bloqueante de canales de Ca2+ del tipo P/Q, 
ω-agatoxina-IVA, y la producida por L-AP4 (Figura IV. 21.) sugiere que la inhibición 
de la liberación es debida a una inhibición preferente de los canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje del tipo N. Ahora bien, el hecho de que en aquellos terminales 
en los 
s.  
dos sugieren que los canales de 
calcio del tipo P/Q están acoplados de manera más eficaz a la liberación de glutamato 
que los canales del tipo N.  
lamiento de los canales del tipo P/Q a la liberación de 
glutam ascara las acciones del receptor sobre este tipo de canales, la reducción 
de la c
que hay respuesta a los dos bloqueantes de canales de Ca2+, L-AP4 reduzca las 
respuestas de Ca2+ más allá de lo que lo hacen las toxinas por separado, sugiere que la 
activación del receptor metabotrópico reduce la actividad de ambos tipos de canales, y, 
por tanto, hace necesaria una explicación al hecho de que L-AP4 sólo module el 
componente de liberación acoplado a los canales del tipo N. 
La aparente modulación selectiva de los receptores del grupo III sobre los 
canales del tipo N observada en los estudios de liberación podría ser debida a 
diferencias en el grado de acoplamiento de los distintos canales a la exocitosis. Así, un 
mejor acoplamiento de los canales del tipo P/Q a la exocitosis podría estar 
enmascarando las acciones inhibitorias del receptor sobre el componente de liberación 
asociado a este tipo de canal, de manera que, a pesar de la reducción en la entrada de 
Ca2+, ésta sería todavía suficiente para inducir la liberación de toda la población de 
vesícula
Dado que la exocitosis es desencadenada por un incremento de la concentración 
de Ca2+ en la zona activa, una disminución en la concentración extracelular de Ca2+, 
[Ca2+]o, debe reducir, teóricamente, la corriente entrante y favorecer la detección de 
cualquier diferencia en el acoplamiento de los canales a la exocitosis de 
neurotransmisor, como se muestra en los ensayos de liberación, en los que la reducción 
de la [Ca2+]o  suprimió la contribución de los canales del tipo N a la liberación de 
glutamato, de manera que a una [Ca2+]o de 0,5 mM toda la liberación fue dependiente de 
la actividad de los canales del tipo P/Q. Estos resulta
Si el alto grado de acop
ato enm
oncentración extracelular de calcio debería favorecer la detección de dicha 
modulación. De hecho, la aplicación de L-AP4 redujo la liberación de glutamato y el 
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incremento en la concentración intracelular de calcio inducidos por la despolarización a 
concentraciones extracelulares de Ca2+ a las cuales toda la liberación es atribuible a la 
actividad de canales del tipo P/Q (Figura IV. 23.). La aplicación del bloqueante de 
canales de sodio dependientes de voltaje tetrodotoxina (TTx) suprimió completamente 
la liberación inducida por 4-aminopiridina a estas concentraciones (Figura IV. 23.), lo 
que indica, por un lado, que la liberación espontánea es poco significativa en nuestra 
preparación, y por otro, que la inhibición de la liberación producida por los receptores 
del grupo III a bajas concentraciones de Ca2+ extracelular no se debe a una acción del 
receptor sobre la maquinaria exocitótica, sino que está relacionada exclusivamente con 
una modulación de canales de Ca2+ del tipo P/Q.  
En resumen, estos resultados indican que, en ratas jóvenes, los receptores 
metabo
rimió la contribución de los canales de Ca2+ del tipo N a la transmisión 
sináptic
trópicos de glutamato del grupo III también modulan el componente de 
liberación asociado a los canales de Ca2+ del tipo P/Q, y que esta modulación se ve 
enmascarada, a altas concentraciones de Ca2+,extracelular por el mejor acoplamiento de 
este tipo de canales a la exocitosis de glutamato.  
El diferente acoplamiento de los canales de Ca2+ de los tipos N y P/Q a la 
liberación de neurotransmisor ha sido descrito recientemente en otras preparaciones, 
como en la unión neuromuscular, donde la disminución de la concentración extracelular 
de Ca2+ sup
a (Rosato-Siri y cols., 2002). Este distinto acoplamiento de los canales a la 
liberación de glutamato podría ser debido a la influencia de numerosos factores como 
diferencias en la densidad de ambos tipos de canales en el terminal o a una diferente 
localización subcelular relativa a los sitios de liberación. En este sentido, estudios 
inmunocitoquímicos realizados en el cuerpo trapezoide de la rata han mostrado una 
localización preferencial de los canales del tipo P/Q en las zonas activas de liberación, 
mientras que los canales del tipo N se localizan preferentemente distales a los sitios de 
liberación (Wu y cols., 1999). Estas diferencias se reflejan en un mayor control de la 
liberación de glutamato por los canales de Ca2+ del tipo P/Q en estas sinapsis (Wu y 
cols., 1999).  
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CAMBIOS EN LA EXPRESIÓN DE LOS CANALES DE CALCIO 
DEPENDIENTES DE VOLTAJE CON EL DESARROLLO 
 
La existencia de una distribución heterogénea de los canales de Ca2+ en los 
terminales sinápticos ha sido sugerida por varios estudios basados en el análisis de la 
aditividad de los efectos de los diferentes bloqueantes de canales de Ca2+ sobre la 
transmisión sináptica (Mintz y cols., 1995; Wheeler y cols., 1996; Reid y cols., 1997; 
Qian y Noebels, 2001), pero la cuantificación directa de esta heterogeneidad se ha visto 
limitada por el hecho de que los registros electrofisiológicos muestran un promedio de 
las respuestas de múltiples sinapsis y no permiten, salvo excepciones, el análisis de la 
respues
s jóvenes los experimentos de imagen de Ca2+ muestran una distribución 
de canales diferente, existiendo dos poblaciones mayoritarias: una que sólo contiene 
canales de Ca2+ del tipo N (47,5 %) y otra que contiene una combinación de canales de 
los tipos N y P/Q (42,6 %) (Figura IV. 25.). Además, el 3,9 % de los terminales 
presentan canales del tipo P/Q, mientras que un 6,1 % son insensibles a los efectos de 
ta de terminales individuales. En esta Tesis Doctoral hemos utilizado la técnica 
de imagen de Ca2+ para estudiar la distribución de los canales de Ca2+ de los tipos N y 
P/Q en los terminales sinápticos individuales, midiendo directamente el efecto de los 
bloqueantes de canales sobre las señales de Ca2+ inducidas por la despolarización en 
sinaptosomas individuales.  
Mediante esta técnica hemos descrito una serie de cambios en la distribución de 
los canales de Ca2+ en los terminales sinápticos con el desarrollo. Esta redistribución 
implica la perdida de la coexistencia de canales de los tipos N y P/Q en el mismo 
terminal, y una marcada disminución en la expresión de los canales del tipo N. Así, en 
corteza cerebral de ratas adultas hemos observado la existencia de sólo dos poblaciones 
mayoritarias de terminales, en relación con el tipo de canales de Ca2+ que expresan, una 
que contiene canales de Ca2+ del tipo P/Q (64,3 %) y otra que contiene canales de Ca2+ 
del tipo N (31,1 %) (Figura IV. 16). Estos resultados de imagen de Ca2+ muestran cierto 
paralelismo con los datos obtenidos en los ensayos de liberación, donde los canales del 
tipo P/Q controlan el 72,7 % de la liberación, mientras que los canales del tipo N 
controlan el 29,9 % (Figura IV. 3.), lo que sugiere que, en terminales cerebrocorticales 
de ratas adultas, la mayoría de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje están 
acoplados a la liberación de glutamato.  
En rata
 




beración, mientras que 
los canales del tipo N controlan sólo un 33,6 % (Figura IV. 21.) parece, por tanto, que 
existe u
queantes de ambos canales (Figura IV. 25.). Dado que en los ensayos de 
liberación los canales del tipo P/Q controlan un 62,1 % de la li
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ra V. 2. Cambios en la distribución de los canales de calcio dependientes 
de voltaje con el desarrollo. 




na falta de paralelismo entre la contribución de los canales a la entrada de Ca2+ 
en los terminales y a la liberación de glutamato en la preparación de ratas jóvenes, de 
manera que el papel predominante de los canales del tipo N en el control de la entrada 
de Ca2+ no se refleja en un mayor control sobre la liberación, y sugiere que muchos de 
los canales del tipo N no estarían acoplados a la liberación de glutamato. Este hecho 
podría reflejar la existencia de otras funciones para los canales del tipo N distintas a la 
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Aunque la contribución de los canales de Ca2+ a la entrada de Ca2+ en los 
terminales sinápticos cambia con el desarrollo, la contribución relativa de los canales N 
y P/Q a la liberación de glutamato no se modifica significativamente. La ausencia de 
cambios con el desarrollo en la contribución relativa de ambos tipos de canales de Ca2+ 
a la transmisión sináptica ha sido descrita previamente en algunos estudios 
electrofisiológicos de la corteza cerebral (Iwasaki y cols., 2000). Estos cambios en la 
contribución de los canales de Ca2+ a la transmisión sináptica sí han sido observados, 
sin embargo, en algunas sinapsis de otras localizaciones como tronco cerebral (Iwasaki 
y cols., 2000), hipocampo (Scholz y Miller, 1995), tálamo (Iwasaki y cols., 2000), 
cerebelo (Iwasaki y cols., 2000) y unión neuromuscular (Rosato-Siri y Uchitel, 1999) en 
las que se observa una reducción significativa de la contribución de los canales del tipo 
N a la transmisión sináptica a partir de la segunda semana de desarrollo postnatal.  
OLOCALIZACIÓN ESPECÍFICA DE LOS RECEPTORES 
METABOTRÓPICOS DEL GRUPO III Y DE LOS CANALES DE CALCIO 
DEPEN I S DE VOLT  TERMIN INÁPTICO
ultas, l resp tas mediadas por mG si 
exclusivamente (95,4 %) en terminales que expresan canales de Ca  del tipo N (Figura 
IV. 17.). Además, más del 85 % d los te ue presentan canales del tipo N 
expresa robable, por tanto, que la expresión de ambas proteínas esté 
coordinada o tengan un mecanismo común de ensamblaje a la membrana presináptica. 
En este sentido, se ha descrito que tanto mGluR7 como los canales de Ca2+ del tipo N 
interaccionan, a través de sus extremos C les, con prote n dominios PDZ, 
y que esta interacción está relacionada con el anclaje de ambas proteínas a la membrana 
presináptica. Así, se ha observado que la interacción entre m roteína PICK1 
undamental para la función del receptor y para su agrupamiento en la zona activa del 
ter  
ipo N en el terminal también depende de interacciones 
con los dominios PDZ y SH3 de algunas proteínas presinápticas como Mint1 y CASK, 





D ENTE AJE EN ALES  S S 
 
En ratas ad as ues luR7 se localizan ca
2+
e rminales q
n mGluR7. Es p
-termina ínas co
GluR7 y la p
es f
minal (Boudin y cols., 2000; Dev y cols., 2000; Perroy y cols., 2002). El
upamiento de los canales del tagr
 






















Resistentes a -Aga-IVA  
y ω-CgT-GVIA 
 
a V. 3. Distribución de los receptores metabotrópicos del tipo 7 y de los 
canales de calcio dependientes de voltaje en terminales cerebrocorticales de  
ratas adultas.   
  
 
En ratas jóvenes, mGluR7 se localiza mayoritariamente (69,9 %) en terminales 
que expresan canales del tipo N (Figura IV. 27.), mientras que mGluR4 lo hace 
principalmente (73,7 %) en terminales que presentan coexistencia de canales de los 
tipos N y P/Q (Figura IV. 28.). La localización preferencial de los receptores 
glutamatérgicos en terminales con una determinada distribución de canales puede estar 
influenciada, al menos en parte, por la distinta afinidad que mGluR7 y mGluR4 
presentan por glutamato (Conn y Pin, 1997; Schoepp y cols., 1999; Cartmell y Schoepp, 
2000). Así, la baja afinidad de mGluR7 por glutamato puede limitar su activación a 
aquellas situaciones en las que se produzca un acúmulo de glutamato en la hendidura 
sináptica como ocurre tras un tren de potenciales de acción. En el caso de mGluR4, 
podría suceder que este receptor no se encuentre activado en condiciones basales, en 
cuyo caso el glutamato liberado tras un potencial de acción será suficiente para deprimir 
la liberación inducida por un segundo potencial de acción. Otra posibilidad es que los 
mGluR4 estén activados a las concentraciones basales de glutamato presentes en la 
hendidura sináptica, manteniendo una inhibición tónica sobre los canales de Ca2+. Si 
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esto es así, la llegada de potenciales de acción repetitivos revertiría la inhibición de los 
























Figura V. 4. Distribución de los receptores metabotrópicos del grupo III y de los 
canal
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Globalmente, los resultados obtenidos muestran un cierto grado de heterogeneidad entre
los terminales que contienen receptores metabotrópicos del grupo III en ratas jóvenes,
heterogeneidad que se pierde en buena parte en el estado adulto. La significación
funcional de esta heterogeneidad es desconocida, así como los mecanismos implicados en
el agrupamiento específico de estos receptores con determinados subtipos de canales de
Ca , que podría depender de determinantes moleculares relacionados con en el tráfico y
la distribución subcelular de los receptores del grupo III.    
 
es de calcio dependientes de voltaje en terminales cerebrocorticales de 






































1.- En corteza cerebral de ratas adultas, la activación de receptores 
metabotrópicos de glutamato del tipo 7 inhibe la liberación de glutamato por un 
mecanismo que depende de la reducción de la entrada de Ca2+ en el terminal sináptico. 
Este efecto es ejercido a través de una acción directa sobre canales de Ca2+ dependientes 
de voltaje del tipo N, sin la mediación de segundos mensajeros que activen a las 
proteínas quinasas A ó C. 
.- La activación de los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo III 
reduce los niveles intracelulares de AMPc en aquellas situaciones en las que existe una 
activación previa de la adenilato ciclasa, como ocurre tras la tras la activación de los 
receptores β-adrenérgicos. Este efecto se traduce en la supresión de la liberación 
espontánea de glutamato inducida por los receptores β-adrenérgicos, confiriendo una 
significación funcional a la reducción en los niveles de AMPc producida por el receptor 
metabotrópico de glutamato. 
.- La expresión de los receptores metabotrópicos del grupo III se encuentra 
restringida a una subpoblación de terminales sinápticos cerebrocorticales, donde su 
activación reduce drásticamente la entrada de Ca2+. 
.- A diferencia de lo que sucede en ratas adultas, en terminales 
cerebrocorticales de ratas jóvenes (21 días) se expresan dos tipos de receptores 
metabotrópicos del grupo III, uno de baja afinidad por L-AP4, mGluR7, y otro de alta 
afinidad, posiblemente un mGluR4. 
 
.-  La expresión de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje de los tipos P/Q 
y N varía con el desarrollo, observándose una disminución en las respuestas de Ca2+ 
mediadas por este último en ratas adultas, así como una pérdida de la coexistencia en un 
mismo terminal de ambos tipos de canales. Por otro lado, los canales de Ca2+ del tipo 
P/Q presentan un mejor acoplamiento a la exocitosis de glutamato que los canales del 















6-. En corteza cerebral de ratas adultas los receptores metabotrópicos del tipo 7 
se expresan casi exclusivamente en terminales que expresan canales de Ca2+ del tipo N. 
Los terminales cerebrocorticales de ratas jóvenes presentan una mayor heterogeneidad, 
si bien los receptores del tipo 7 se expresan mayoritariamente en terminales que 
contienen canales de Ca2+ del tipo N, mientras que los del tipo 4 lo hacen 
mayoritariamente en terminales que presentan coexistencia de canales de los tipos N y 
P/Q. 
 
7.- La coactivación de las proteínas quinasas A y C induce una potenciación 
sinergística de la liberación de glutamato a través de mecanismos dependientes e 
independientes de la génesis de potenciales de acción, sugiriendo la existencia de una 
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